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(57) Abstract: The invention concerns compositions and methods for treating or managing pain, for prevention or cure. The inven- 
tion is characterised in particular in that it consists in using ligand compounds of the NPFF receptor for treating pain, and methods 
and compositions therefor. The invention further concerns novel compounds, ligands of the NPFF receptor, exhibiting advantageous 
pharmacological properties for treating pain. The invent is useful for controlling hypersensitivity to pain, chronic or acute, persistent 
or temporary, of surgical, traumatic, or pathological origin. 

(57) Abrege : La presente invention concerne des compositions et methodes pour le traitemenl ou la prise en charge de la douleur, a 
titre preventif ou curatif. L'invention reside notamment dans l'utilisation de composes ligands du recepteur NPFF pour le traitemenl 
de la douleur, ainsi que dans des methodes et compositions utilisables a cet effet. L'invention decrit en outre des composes nouveaux, 
ligands du recepteur NPFF, pr&entant des propri£t6s pharmacologiques avantageuses pour le traitement de la douleur. L'invention 
est uulisable pour la prise en charge d'hypersensibilites a la douleur, de nature chroniques ou aiguSs, persistantes ou temporaires, 
d'origine chirurgicale, traumatique, ou pathologique. 
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LIGANDS DIPEPTIDIQUES DU RECEPTEUR NPFF POUR LE TRAITEMENT DE LA DOULEUR ET DES 
HYPERALGIES 

La pr£sente invention concerne des compositions et m6thodes pour le traitement 
ou la prise en charge de la douleur, & titre preventif ou curatif. L'invention reside 

5 notamment dans Putilisation de composes ligands du r£cepteur NPFF pour le traitement 
de la douleur, ainsi que dans des methodes et compositions utilisables a cet effet. 
L' invention d£crit en outre des composes nouveaux, ligands du recepteur NPFF, 
presentant des propri£t£s pharmacologiques avantageuses pour le traitement de la douleur. 
L'invention est utilisable pour la prise en charge d'hypersensibilit£s a la douleur, de 

10 nature chroniques ou aigues, persistantes ou temporaires, d'origine chirurgicale, 
traumatique, ou pathologique. 

Malgr£ les progrds r£cents de la neurophysiologie et de la neuropharmacologie, le 
traitement de la douleur s'av&re souvent insuffisant. Parmi les agents th£rapeutiques 
utilises pour prendre en charge les douleurs intenses, qu'elles soient aigues ou chroniques, 

15 les analgesiques opiaces, notamment la morphine et les morphinomimetiques (fentanyl, 
sufentanil, etc.) represented la classe pharmacologique la plus utilis^e en raison de la 
grande efficacite de ces medicaments. Cependant, cette efficacite est parfois limine en 
raison d'une « resistance » partielle ou totale de certaines douleurs a leurs effets 
analgesiques. C'est le cas de certaines douleurs neurogdnes (douleurs liees a des lesions 

20 nerveuses p6riph6riques ou centrales) ou de douleurs post-operatoires en raison d'une 
sensibilisation persistante & la douleur se traduisant sur le plan clinique par l'apparition 
d'hyperalgies, d'allodynies ou de douleurs spontan6es pouvant durer ou reapparaitre tres 
longtemps apres 1'acte chirurgical. D'autre part, Pemploi therapeutique de ces substances 
s'accompagne d'effets indesirables, tels que depression respiratoire, ralentissement du 

25 peristaltisme intestinal, etc., et egalement d'un processus de tolerance se traduisant par 
une diminution de l'effet analgesique. 

II existe done un besoin reel pour des composes et des strategies th&apeutiques 
capables de prevenir les processus de sensibilisation a la douleur et de la resistance aux 
analgesiques opiaces. La prevention et le traitement de ces deux processus pourraient etre 

30 d'autant plus importants que radministration d'analg&iques induit elle-m§me une 
sensibilisation a la douleur de longue dur6e chez l'animal (Cel6rier et al., 2000). 

Ces elements suggerent done qu'& la suite d'un traitement par des analgesiques 
opiaces (de type morpMno-mim£tiques), tel que Ton peut le rencontrer a Toccasion 
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d'actes chirurgicaux, un patient pourrait etre particulterement sensible k la douleur en 
pSriode post-chirurgicale, non seulement en raison des agressions tissulaires li6es k Pacte 
chirurgical, mais 6galement en raison d'une sensibility exacertae k la douleur, induite par 
le traitement analg&ique. 

5 

La pr&ente invention propose k pr6sent de nouvelles approches th&apeutiques 
pour le traitement preventif ou curatif de la douleur, en particulier de sensibility accrues 
k la douleur, notamment de sensibilitfe cons6cutives k la prise de composes analgesiques 
tels que les opiaces. 

10 La presente invention repose notamment sur l'utilisation de ligands du recepteur 

au neuropeptide FF («NPFF») pour inhiber les ph6nom6nes de sensibilisation k la 
douleur. Les inventeurs ont en effet montr£ que, de maniere surprenante, de tels composes 
6taient capables d'inhiber efficacement et de manfere durable F apparition d'hyperalgies 
consteutives k la prise d'analg&iques opiaces. Les resultats observ6s montrent que 

15 diflterents ligands synth&iques du recepteur NPFF possddent cette propriety, et peuvent 
etre utilises pour la prise en charge des hyperalgies induites par differents analgesiques, 
notamment la morphine ou les morphino-mim6tiques. 

Un objet de Finvention reside done dans Putilisation d'un ligand synth&ique du 
20 recepteur NPFF pour la preparation d'une composition pharmaceutique destin^e k inhiber 
Phyperalgie induite par les composes analgesiques opiaces. 

L'invention concerne egalement des compositions, notamment des compositions 
pharmaceutiques, solutes, produits d'anesthesie, comprenant un compost analgesique 
25 opiac6 et un ligand synthetique du recepteur NPFF. 

L'invention concerne aussi des methodes de traitement de Phyperalgie 
comprenant P administration a un sujet (notamment humain) de ligands synth&iques du 
r&epteur NPFF, de preference d'antagonistes du recepteur NPFF. L'invention est 
30 particulierement destinee a Pinhibition de Phyperalgie induite par les analgesiques 
opiaces, et comprend avantageusement Padministration de ligands synthetiques du 
r&epteur NPFF, de preference d'antagonistes du recepteur NPFF, de mani&re prealable, 
concomitante ou postfrieure a la prise de Panalgesique. 
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L'invention concerne egalement de nouveaux ligands synth&iques du r^cepteur 
NPFF, utilisables dans la mise en ceuvre des m&hodes, utilisations et compositions selon 
l'invention et, plus g&ieralement, dans le traitement ou la prise en charge de la douleur. 
5 Les ligands synth&iques sont plus particuli&rement des d6rivi6s chimiques de la region C- 
terminale du neuropeptide FF. 

L'invention est utilisable pour la prise en charge d'hypersensibilitSs k la douleur, 
de nature chronique ou aigue, persistante ou temporaire, d'origine chirurgicale, 
traumatique, ou pathologique, chez l'etre humain comme chez d'autres espfeces 
10 mammifSres. 

Comme indiquS, Pinvention repose, de mani&re generate, sur I'utilisation de 
ligands du recepteur NPFF pour le traitement des hyperalgies. 

1 5 Le NPFF semble Stre un peptide antiopioide (pour revue, voir Simonnet 1 997). Le 

NPFF peut etre consid6r£ comme un neurotransmetteur (Devillers et al ; 1995a), capable 
de s'opposer aux effets analg&iques de la morphine (Yang et al., 1985, Oberling et al., 
1993), et d'etre Iib6r6 au niveau du systeme nerveux central k la suite de 1'administration 
de morphine chez le rat (Devillers et al. 1995b). Sur le plan pharmacologique, il a deja ete 

20 rapporte par les inventeurs que certaines molecules de synthese poss6dant la sequence 
terminale du NPFF etaient capables de potentialiser les effets analgesiques de la morphine 
(Bourguignon et al., 1997). Cependant, aucun resultat ant&ieur ne d6crit d'approche pour 
le traitement des hyper-sensibilisations k la douleur utilisant le recepteur NPFF. 

Les inventeurs ont maintenant demontrS que, de maniere inattendue, des 

25 composes ligands des r£cepteurs du NPFF 6taient capables de pr6venir 1'hypersensibilitS 
k la douleur de plusieurs jours apparaissant a la suite de 1'administration de Fentanyl ou 
d'heroine. II s'agit, a notre connaissance, de la premiere mise en Evidence qu'un ligand 
des r6cepteurs NPFF previent les effets hyperalgiques (de longue duree) induits par 
1'administration d'analg&iques opiaces. 

30 Le mdcanisme d'action pouvant rendre d'un tel effet pharmacologique d'aussi 

longue duree est encore inconnu dans la mesure ou une seule administration de RF2 ou de 
RF3 (ligands synth&iques du recepteur NPFF), juste avant le Fentanyl ou l'h&oine, ne 
permettait pas d'envisager des effets aussi durables. Ce resultat inattendu ne pouvait etre 
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envisage sur la base des donn6es d6jk rapportees (Bourguignon et al., 1997) et ouvre une 
voie d'interet pharmacologique trSs particultere. H est en effet peu probable qu'un 
dipeptide (meme modifie) comme le RF2 ou le RF3, rapidement dSgradable in vivo 
comme tout peptide, puisse agir pendant plusieurs jours pour s'opposer a Peffet d'une 
5 possible liberation de NPFF (non d&nontrfe dans son caractere durable a la suite d'une 
seule administration d'analgesique opiace) a la suite de Padministration de Fentanyl ou 
d'hero'fne. D s'agit done egalement a notre connaissance de la premiere mise en Evidence 
qu'un antagoniste des r6cepteurs d'un peptide antiopioi'de pr6vient a long terme (jours) 
les effets hyperalgiques de longue dur£e induits par radministration d'analgesiques 
10 opiac&. Notre hypothdse, qui reste & verifier, est que le syst&me NPFF exercerait un role 
permissif sur l'expression des syst&nes facilitateurs de la nociception induite par 
radministration d'un analgesique opiace. 

L'invention propose done une nouvelle approche therapeutique pour la prise en 
1 5 charge preventive ou curative des hyperalgies. 

Le terme « hyperalgie » d&igne au sens de l'invention tout etat de sensibilisation 
accrue a la douleur, notamment toute hyper-sensibilisation k la douleur ainsi que la 
perception d'une douleur en reponse k un stimulus per9u comme non douloureux en 
temps normal (allodynie). II peut s'agir d'hyperalgies prolongdes, braves, importantes ou 
20 moderees. La detection, la mesure et la caracterisation de la presence d'une hyperalgie 
peuvent Stre realises par des tests cliniques classiques (observation, etc.). D'une mani&re 
generate, il semble que Padministration d'analgesiques opiaces a des sujets mammiferes 
s'accompagne toujours d'une hyperalgie, de sorte que l'invention peut Stre utilisee 
chaque fois qu'un analgesique opiace est administre a un sujet 

25 

Au sens de la presente invention, le terme «inhiber» signifie reduire ou 
supprimer, de mantere partielle ou totale, transitoire ou prolongee. La capacity h inhiber 
Phyperalgie et le degre de cette inhibition peuvent Stre determines selon differents tests 
connus de Phomme du metier. Par ailleurs, le terme inhiber designe aussi bien Pinhibition 
30 de Papparition (par exemple pour un traitement preventif) que Pinhibition du 
developpement ou de la duree (pour un traitement curatif) de Phyperalgie. 
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Preferentiellement, on utilise dans le cadre de la presente invention des ligands 
synthetiques ayant la capacite d'inhiber de 30% au moins, plus pr6f6rentielement de 50% 
au moins, encore plus preferentiellement de 80% au moins, Phyperalgie induite par les 
composes analg£siques opiacds. 
5 Dans un mode particulier, 1' invention reside dans i'utilisation de ligands 

synthetiques du recepteur NPFF pour la preparation d'une composition pharmaceutique 
destine k inhiber k long terme (de preference sur 1 jour, plus preferentiellement sur 1 k 3 
jours) Phyperalgie induite par les composes analgesiques opiaces. 

1 0 Les Ligands Synthetiques 

Le terme ligand synthetique dSsigne au sens de l'invention tout compose capable 
de lier le recepteur NPFF, different du ligand endogene (c'est-&-dire du NPFF). II s'agit 
done generalement de composes obtenus par synthase, qu'il s'agisse d'une synthese 

15 chimique, biologique, genetique, enzymatique, etc., ou d'une combinaison de ces voies 
d'obtention.. Les ligands synthetiques selon l'invention sont preferentiellement seiectifs 
du recepteur NPFF, e'est-a-dire presentent une affinite plus eievee pour le recepteur 
NPFF que pour d'autres recepteurs de neurotransmetteurs. Des ligands encore plus 
preferes sont des antagonistes du NPFF. Cependant, comme il sera demontre dans la suite 

20 du texte, des ligands synthetiques selon l'invention peuvent presenter une activite vis-&- 
vis de recepteurs differents, notamment une dualite d'action, e'est-i-dire une affinite 
importante pour le recepteur NPFF et egalement pour un (ou plusieurs) autre(s) type(s) de 
recepteur(s). Ainsi, l'invention decrit des composes ayant une affinite importante pour le 
recepteur NPFF et egalement pour un recepteur opioi'de (de type mu). Un tel profil 

25 d'action est avantageux dans la mesure ou de tels composes peuvent presenter par eux 
memes un effet analgesique. 

Des ligands particuliers au sens de l'invention sont des composes de nature 
peptidique, derives de la structure du neuropeptide FF. En particulier, des ligands 
30 synthetiques selon l'invention sont des derives peptidiques comprenant une partie de la 
region C-terminale du neuropeptide FF, de preference les acides amines C-terminaux 
Arg-Phe, sur laquelle differentes modifications structurales peuvent etre introduites. Les 
resultats pr6sentes dans les exemples montrent ainsi que des composes derives du di- 
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peptide Arg-Phe possedent la faculty de lier le r6cepteur NPFF et d'inhiber l'hyperalgie 
induite par les analg&iques. Des exemples sp&ifiques de tels composes sont notamment 
les composes RF2 (Chlorhydrate de If-Benzoyl L-Arginine-L-Phe-NH2) et RF3. 

5 Par ailleurs, la pr&ente demande decrit Sgalement la mise au point, la synthase et 

la caract6risation de nouveaux composes, ligands du r&epteur NPFF, utilisables pour les 
applications mentionndes ci-avant Ainsi, la pr&ente invention a 6galement pour objet des 
composes de formule gSnSrale (I) telle que d£finie ci-aprfes. L'invention concerne aussi 
des compositions, notamment pharmaceutiques, comprenant un compos6 de formule 

10 generate (I) et un v&iicule acceptable pharmaceutiquement Les composes peuvent etre 
sous forme de sels, sous forme racemique, ou d'enantiomSres isol6s ou melanges. 
L'invention concerne en outre l'utilisation de composes de formule (I) pour la preparation 
de compositions pharmaceutiques destinies au traitement de la douleur ou de 
Thyperalgie. L'invention concerne ^galement des methodes de traitement de la douleur 

15 ou de Thyperalgie comprenant Fadministration k un sujet d'un compos6 de fonnule 
generate (I). 

Les composes selon l'invention rSpondent done pr6f6rentiellement k la formule 
generate (I), sous forme L, D ou L/D, 



dans laquelle : 

25 . -L- represente soit (CH2) m , m pouvant representer 2, 3 ou 4 ; soit un groupe de formule 



20 




(I) 
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dans laquelle n vaut 0 ou 1 ; 

. A est un atome de soufre ou un groupe NRi dans lequel Ri repr&ente un atome 
d'hydrogene, un groupe m&hyle ou un groupe 



dans lequel n vaut 0 ou 1 et Xi represente un atome d'hydrog&ie ou d'halogene ou un 
groupement hydroxyle, carboxamide, trifluoromethyle, alkoxy, amino ou acylamino ; 

» 

. R 2 et R12, ind6pendamment Tun de l'autre, repr&sentent un atome d'hydrogene ou un 
1 0 groupement alkyle ou aralkyle, 

. R3 est (i) soit un groupe -(CH2VW dans lequel p vaut 1, 3 ou 6 et W est choisi parmi 

- un atome d'hydrogene, 

- un groupe 



O 

dans lequel R7 est un atome d'hydrogene ou un groupement m&hyle et R% est un atome 
20 d'hydrogene, un alkyle ou un aralkyle, 

- un groupe -OH ou -OMe, 

- un groupe 





dans lequel R^ est un groupement alkyle, aryle ou aralkyle, 



un groupe 





dans lequel Y est un atome d'oxygene ou de soufre, ou 

- un groupe ph£nyle, ph&iyle substitu6 ou h&6roaryle, 
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(ii) soit un groupe 




en conformation L, D ou L/D, dans lequel R9 est un groupe alkyle ou un groupe 



5 




avec n ayant une valeur de 0 ou 1 et Xi etant tel que ddfini ci-avant, et Ri 0 est un atome 
d'hydrog£ne, un alkyle ou un aralkyle ; 

(iii) soit un groupe arylcycloalkyle, Eventuellement substituE, 



(iv) soit R 2 et R 3 forment ensemble un cycle ayant de 3 k 9 atomes de carbone, saturS ou 
insature, eventuellement aromatique, et comportant Eventuellement un maillon NRn, Rn 
etant un groupement alkyle, aryle ou aralkyle ; 

15 . R4 represente un atome d'hydrogene, un groupement methyle ou un groupe 



dans lequel n vaut 0 ou 1 et X] est tel que dEfini ci-avant, et 

. R 5 est un groupe de formule -CO(CH 2 ) q Ar ou -S0 2 (CH 2 ) q Ar dans lequel q vaut 0, 1 ou 
20 2 et Ar comprend un groupement aromatique, substituE ou non, comprenant 
avantageusement de 4 a 15 maillons dont 0 a 4 heteroatomes ou R 5 est un groupe de 
formule -CO-R13 dans laquelle R J3 est un groupe (Ci-C 6 )alkyle ou (C 3 -C] 2 )cycloalkyle, 
eventuellement substitue. 

25 Selon l'invention, le terme "alkyle" d&igne un radical hydrocarbone linEaire ou ramifie 
ayant de 1 a 6 atomes de carbone tels que m&hyle, Ethyle, propyle, isopropyle, butyle, 
isobutyle, ter/-butyle, pentyle; nEopentyle, n-hexyle. Les groupes en C1-C4 sont prtf&es. 



10 
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Des exemples de cycloalkyle sont notamment cyclopropyle, cyclopentyle, cyclohexyle et 
adamantyle. 

Les groupes "aiyle" sont des systemes hydrocarbon^; aromatiques mono ou bicycliques 
ayant de 6 k 12 atomes de carbone. Les groupes h&£roaryles sont des groupes aryles 
5 comportant un ou plusieurs h&6roatomes cycliques, de preference 1 & 4 h6t6roatomes 
cycliques. 

Un groupement aromatique est typiquement un groupe comprenant de 4 k 15 maillons 
dont 0 £ 4 h6t6roatomes, prSferentiellement de 4 a 12 maillons dont 0 a 3 h&6roatomes. 
Un groupement aromatique peut Store mono- ou multi-cyclique. En outre, un groupe 
10 aromatique peut comprendre un ou plusieurs cycles aromatiques condenses a un cycle 
non-aromatique. 

Le terme « aralkyle » (ou « arylalkyle ») designe un groupe aryle tel que defini ci-dessus 
reli6 au noyau de la molecule par un groupe alkyle tel que defini ci-dessus. 
Le terme « aiylcycloalkyle » designe un groupe aryle tel que d6fini ci-dessus relie a la 
15 molecule par un groupe cycloalkyle tel que d6fini ci-dessus, en particulier sous forme 
condensee, tel que par exemple le groupe t&raline. 

Le terme « acyle » d&igne un groupe alkyle, aryle ou h&eroaryle tels que definis ci- 
dessus, relie au noyau de la motecule par un groupe -CO-. 

Les groupes alkoxy correspondent aux groupes alkyle ddfinis ci-dessus relics au noyau 
20 par l'intermediaire d'une liaison -0- (ether). 

Par "halogene", on entend un atome de fluor, de chlore, de brome ou d'iode. 
Par « h6t£roatome » on entend un atome choisi parmi O, N et S. 

Par ailleurs, les groupes ci-dessus peuvent porter un ou des substituants choisis par 
25 exemple parmi halog&ie, nitro, cyano, carboxy, (Ci-C6)-alkoxycarbonyle, mono- ou di- 
(Ci-C6)-alkylaminocarbonyle, aminocarbonyle, mono- ou di-(C 6 -Ci2)-aryl- ou hetero-(C 6 - 
Ci 2 )-arylaminocarbonyle, mono- ou di-(C 6 -Ci 2 )-aryl- ou h6tero-(C 6 -Ci 2 )-aryl-(Ci-C6)- 
alkylaminocarbonyle, hydroxy, (Ci-C 6 )-alkoxy, (Ci-C 6 )-alkyle, amino eventuellement 
substitue par un ou plusieurs groupements choisis parmi (Cj-C6)-alkyle, (Ci-Ce)- 
30 alkylcarbonyle, (C 3 -C 8 )-cycloalkyle, (C 6 -Ci 2 )-aryle, h6t6ro-(C 6 -Ci 2 )-aryle, (C 6 -Ci 2 )-aryl- 
(Ci-C 6 )-alkyle, hetero-(C 6 -Ci 2 )-aryl-(Ci-C 6 )-alkyle, (Ci-C 7 )-alcanoyle, cyclo-(C 3 -C 8 )- 
alcanoyle, (C 6 -Ci 2 )-aroyle, ou (C6-Ci 2 )-aryl-(Ci-C 7 )-alcanoyle. 
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Des composes particuliers au sens de ['invention sont ceux de formule (I) dans 
lesquels Ar repr&ente un groupe aromatique choisi parmi les groupements cycliques k 1, 
2 ou 3 noyaux cycliques condenses suivants : 



5 





dans lesquels Z est un groupe CX5 ou un atome d'azote, £tant entendu que pour un meme 
10 cycle, Z ne peut prendre plus de trois fois la signification azote, Y est un atome de soufre 
ou d'oxyg&ie ou un groupe NX5, n vaut 0, 1 ou 2, Xj, X2, X3, X4 et X5, identiques ou 
differents, 6tant choisis parmi un atome d'hydrogene, un atome d'halogene, ou un 
groupement carboxamide, trifluorom&hyle, alkoxy, amino ou acylamino. 

15 De mani&re pr6f&6e, dans les composes de Pinvention R4 est un atome 

d'hydrogene et R 5 est un groupe de formule -CO(CH2) q Ar dans lequel q vaut 0, 1 ou 2, de 
preference 0 ou 1, et Ar comprend un groupement aromatique, substitud ou non, 
comprenant Sventuellement un ou plusieurs h&eroatomes. Encore plus pr6f&rentiellement, 
R 5 est un groupe de formule -CO(CH2) q Ar dans lequel q vaut 0, 1 ou 2 et Ar repr6sente 

20 un groupement aromatique choisi parmi 
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dans lesquels Z est un groupe CX5 ou un atome d'azote, &ant entendu que pour un m&ne 
cycle, Z ne peut prendre plus de trois fois la signification azote, Y est un atome de soufre 
ou d'oxygene ou un groupe NX5, n vaut 0, 1 ou 2, Xj, X 2 , X3 et X 5 , identiques ou 
5 dififcrents, &ant choisis parmi un atome d'hydrogene, un atome d'halog£ne, ou un 
groupement carboxamide, trifluorom&hyle, alkoxy, amino ou acylamino. 

Des exemples sp6cifiques et prefers de mise en oeuvre sont les composes dans lesquels 
R 5 est un groupe benzoyle substitue, ou un groupe indoI-2-carbonyle, 6ventuellement 
10 substitue. Des composes pr6fSr& sont done ceux de formule (I) dans laquelle R5 est un 
groupe de formule -CO(CH2) q Ar dans lequel q vaut 0, 1 ou 2, de preference 0, et Ar 
repr&ente un groupement aromatique : 




dans lequel X], X2, X3, Y et Z sont tels que d£fmis ci-avant 



15 



D'autre part, dans la formule generate (I), on pr6fere les composes dans lesquels 
R3 est un groupe 




O 



en conformation L, D ou L/D, dans lequel 



20 



. R 9 est un groupe 




dans lequel n est 1 et Xj est tel que d6fini pr6cedemment, et 
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. Rio est un atome d'hydrog&ie, un alkyle ou un aralkyle, de preference un atome 
d'hydrogene. 

Des composes pr6fer6s de fonnule gen&ale (I) ci-dessus sont egalement des 
5 composes dans lesquels : 



Une famille prefer6e de composes est representee par les composes de forarule (I) 
dans laquelle 

. R4 est un atome d'hydrogene, 
15 . R5 est un groupe de formule -CO(CH2)qAr dans lequel q vaut 0, 1 ou 2 et Ax repr&ente 
un groupement aromatique choisi parmi 



dans lesquels Z est un groupe CX 5 ou un atome d'azote, etant entendu que pour un meme 
cycle, Z ne peut prendre plus de trois fois la signification azote, Y est un atome de soufre 

20 ou d'oxygene ou un groupe NX 5 , n vaut 0, 1 ou 2, Xj, X 2 , X 3 et X 5 , identiques ou 
differents, etant choisis parmi un atome d'hydrogene, un atome d'halogene, ou un 
groupement carboxamide, trifluoromethyle, alkoxy, amino ou acylamino. 
. R 2 est un atome d'hydrogene, 
. R]2 est un atome d'hydrogene, 

25 . R3 est un groupe 



- R2 est un atome d'hydrogene, et/ou 

- R12 est un atome d'hydrogene, et/ou 

- L est -(CH 2 ) 3 -, et/ou 

- A est le groupe NH. 



10 





O 



en conformation L, D ou L/D, dans lequel R9 est un groupe 
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dans lequel n est 1 et Xi est tel que d6fini dans la revendication 1, et Rio est un atome 
d'hydrog&ie 
.Lest-(CH 2 ) 3 -,et 
5 . A est le groupe NH. 

Les composes selon 1'invention sont particulierement avantageux dans la mesure ou ils 
possedent une affinite significative pour le rScepteur NPFF, et sont capables de moduler 
la reponse k la douleur. De manfere inattendue, les composes de Pinvention possedent 

10 egalement une affinity pour d'autres r£cepteurs, notamment le recepteur opoii'de Mu. 
Ainsi., les exemples pr&entes montxent notamment que, de mani&re inattendue, la 
presence d'un groupe indole en position R5 pennet d'augmenter d'un facteur 10 Paffinite 
des composes pour le rScepteur Mu. Les composes de V invention possedent en outre des 
propriety pharmacologiques am&iorees. Ainsi, la presence du group Rl ou d'un atome 

15 de soufte permet d'abaisser la basicit6 du groupe guanidine et ainsi d'ameliorer la 
penetration des composes et leur biodisponibilite. Les proprtetes biologiques, physiques 
et pharmacologiques des composes confident a ces molecules des avantages importants et 
des applications nouvelles, comme decrit dans la presente demande. 

20 Des composes preferes au sens de Finvention sont decrits dans les exemples, 

notamment les composes 4, 7, 13, 18, 24-45. 

Des composes particulierement pi£f6r6s sont les composes suivants : 

Acetate de N a -Benzoyl-L-Arg-Atc-NH 2 
25 Acetate de N a -Adamantan- 1 -yl-L- Arg-L-Phe-NH 2 

Acetate de N a -Benzoyl-L-Arg-D-Phe-NH 2 

Chlorhydrate de N a -[(lH)-Indole-2-carbonyl]-L-Arg-L-Phe-NH 2 

Chlorhydrate de N a -(4-chloro-Benzoyl)-L-Arg-L-Phe-NH 2 

Chlorhydrate de N a -(4-chloro-Benzoyl)-L-Arg-D-Phe-NH 2 
30 Chlorhydrate de N a -(3-chloro-Benzoyl)-L-Arg-L-Phe-NH 2 

Chlorhydrate de N a -(3-chloro-Benzoyl)-L-Arg-D -Phe-NH 2 
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Chlorhydrate de N a K3,4-dicWorcHBenzoyl)-I^Arg-DJL-Phe-NH 
Chlorhydrate de N a "(2-cMoro-Benzoyl)-L-Arg~D,L-Phe-NH 2 
Trifluoroac6tate de N a -(4-ac6tylaminobutanoyl)-L-Arginine-N-ph6n6thylamide 
Trifluoroac&ate de N-(3-bromo-benzoyl)-I^arginine-N-phen6thylamide 
5 Trifluoroac&ate de N a -[(lH)-Indole-2-carbonyI]-L-Arg-D-Phe-NH 2 

Trifluoroac&ate de N* diph&iylacetyl N 7 benzyl (D,L)-Arginine-N-benzylamide 

Les composes de formule (I) peuvent etre prepares selon les techniques connues 
de Thomme du metier. La presente invention dScrit k cet 6gard differentes voies de 
10 synthese, qui sont illustrtes sur les figures 4-8 et peuvent etre mises en ceuvre par 
Phomme du metier, comme indique dans les exemples. Les composes de depart peuvent 
etre obtenus dans le commerce ou synthetisSs selon des proc£d£s habituels. II est entendu 
que la presente demande n'est pas limine a une voie de synthase particuliere, et s'etend & 
d'autres proc&I£s permettant la production des composes indiques. 

15 

Les composes analg£siques 

Les composes analgesiques utilises dans le cadre de la presente invention sont 
generalement des composes opiaces, c'est-a-dire des composes agissant sur les recepteurs 

20 opoi'des. II s'agit, de maniere preferee, de composes morphiniques, notamment de la 
morphine ou de moiphino-mimetiques, c'est-i-dire de composes derives de la morphine 
et/ou agissant sur un ou des recepteurs de la morphine et/ou recrutant une ou des voies 
metaboliques communes avec la morphine. A titre d'exemples particuliers, on peut citer 
notamment les composes suivants : morphine, fentanyl, sufentanil, alfentanyl, heroine, 

25 hydromorphone, levorphanol, methadone, buprenorphine, butorphanol, meperidine, etc. 

L'invention est tout particulterement adaptfe pour inhiber Phyperalgie induite par 
la morphine, le fentanyl ou FheroTne. 

30 Les ligands ou compositions selon Tinvention peuvent Stre administrfe de 

differentes mani&res et sous differentes formes. Ainsi, ils peuvent etre injects par voie 
systemique ou orale, de preference systemique, comme par exemple par voie 
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intraveineuse, intra-musculaire, sous-cutan6e, trans-dermique, intra-arterielle, etc, les 
voies intraveineuse, intra-musculaire et sous-cutanfe etant pr&fcrSes. Pour les injections, 
les composes sont g6n&alement conditionn6s sous forme de suspensions liquides, qui 
peuvent gtre injectees au moyen de seringues ou de perfusions, par exemple. A cet 6gard, 
5 les composes sont g6n6ralement dissous dans des solutions salines, physiologiques, 
isotoniques, tamponntes, etc., compatibles avec un usage pharmaceutique et connues de 
Thomme du metier. Ainsi, les compositions peuvent contenir un ou plusieurs agents ou 
vehicules choisis parmi les dispersants, solubilisants, stabilisants, conservateurs, etc. Des 
agents ou vehicules utilisables dans des formulations liquides et/ou injectables sont 

10 notamment la methylcellulose, l'hydroxym&hylcellulose, la carboxym&hylcellulose, le 
polysorbate 80, le mannitol, la gelatine, le lactose, des huiles v6g6tales, l'acacia, etc. 

Selon une variante particuliere, le ligand selon Tinvention est administre par la 
meme voie que le compose analgesique, par exemple sous forme de perfusion. 

Les compos6s peuvent 6galement Stre administr6s sous forme de gels, huiles, 

15 comprim6s, suppositoires, poudres, g&ules, capsules, etc., 6ventuellement au moyen de 
formes gateniques ou de dispositifs assurant une liberation prolong6e et/ou retards. Pour 
ce type de formulation, on utilise avantageusement un agent tel que la cellulose, des 
carbonates oil des amidons. 

20 II est entendu que le ddbit et/ou la dose injectee peuvent etre adaptes par Thomme 

du metier en fonction du patient, de la douleur observee, de Panalgesique concern^, du 
mode d'administration, etc. Typiquement, les composes sont administres k des doses 
pouvant varier entre 0.1 jig et 10 mg ng/kg de poids corporel, plus generalement de 1 a 
1000 [ig/kg. En outre, des injections repetees peuvent etre realisees, le cas 6ch6ant. Les 

25 resultats present6s dans les exemples indiquent n6anmoins que des injections repetees ne 
sont pas necessaires dans de nombreux cas pour obtenir une inhibition importante de 
Thyperalgie. 

D' autre part, pour des traitements chroniques, des systdmes retard ou prolonges 
30 peuvent etre avantageux, assurant aux sujet une prise en charge efficace et durable de la 
douleur. 
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La presente invention peut Stre utilisee pour la prise en charge preventive ou 
curative des hyperalgies dans de multiples situations, telles que survenant ou associees a 
des traitements aigus, chroniques, d'origine chirurgicale, traumatique ou pathologique. 
Elle est applicable k tout mammifere, notamment P&re humain, mais egalement aux 
5 animaux, notamment domestiques ou d'eievages, en particulier les chevaux, chiens, etc. 

Elle est particuli&rement adaptte k la prevention ou au traitement des processus de 
sensibilisation induits par radministration ponctuelle d'analg^siques opiac6s, comme les 
morphinomim&iques puissants (par exemple la morphine ou le Fentanyl ou leurs 
derives), realisee k Poccasion d'actes chirurgicaux ou de traumatisme. 

10 Elle est egalement utilisaJble pour la prevention ou le traitement de douleurs 

chroniques chez des patients atteints de pathologies telles que le cancer, les brulures, etc., 
pour lesquels des analg6siques (tels la morphine) peuvent 6tre administres de fa$on 
durable, eventuellement sous forme retard. 

Les ligands des recepteurs du NPFF peuvent egalement 6tre utilises pour prevenir 

15 ou reduire, de fa$on tres significative, les processus de tolerance permettant ainsi de 
reduire les doses quotidiennes de morphine amdliorant par Ik m&ne le tableau clinique 
des patients (effets secondaires des moiphinomimetiques tels, par exemple, que les 
troubles intestinaux). 

Les composes selon Pinvention presentent en outre l'avantage d'une meilleure 

20 « maniabilite » sur le plan therapeutique (moins d'effets secondaires) que les antagonistes 
des recepteurs NMDA, capables egalement de pr6venir l'hyperalgie induite par les 
analgesiques opiac£s, dans la mesure ou leurs cibles dans le systeme nerveux central sont 
beaucoup plus limitees que celle des recepteurs NMDA (voir cartographie des recepteurs 
NPFF dans Allard et al.,1992). 

25 Les composes de formule (I) selon Pinvention peuvent egalement Stre utilises 

pour le traitement ou la prise en charge, preventive ou curative, de la douleur. 

D'autres aspects et avantages de la presente invention apparaftront a la lecture des 
exemples qui suivent, qui doivent etre considers comme illustratifs et non limitatifs. 

30 

Legende des Figures 
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Figure 1 : Evolution de la valeur du seuil nociceptif 6valu6e par le test de Randall- 
Sellitto (Evocation du cri de Panimal en reponse a un stimulus nociceptif m6canique, le 
pression exercSe sur une patte, exprime en grammes chez des rats recevant du serum 
physiologique (groupe NaCl) ou RF2. Chaque groupe experimental est forme de 10 
5 animaux. Les valeurs du seuil nociceptif sont representees en moyenne +/-SEM. 
L'analyse de variance (ANOVA) a 2 facteurs n'indique ni effet temps, ni effet groupe. 

Figure 2 : L' administration de RF 2 (5mg/kg) potentialise l'effet analg&ique du 
Fentanyl et pi^vient Phyperalgie de longue duree induite par Padministration de Fentanyl. 

Figure 3 : L'administration de RF 3 (5mg/kg) potentialise Peffet analg^sique du 
10 Fentanyl et prSvient Phyperalgie de longue duree induite par Padministration de Fentanyl. 

Figure 4 : Voie de synthase (1) des ligands synthetiques au depart de t^-tert- 
Butyloxycarbonyl->T-Nitro-I^Arginine 1. 

Figure 5 : Voie de synthese (2) des ligands synthetiques au depart de N^/er/ 
butyloxycarbonyl- L- Arginine 5. 
15 Figure 6 : Voie de synthase (3) des ligands synthetiques au depart de N^^-bis- 

Benzyloxycarbonyl-L-Ornithine 8. 

Figure 7 : Voie de synthase (4) des ligands synthetiques au depart du N^tert- 
Butyloxycarbonyl-^-Methyl-l^^^bis-Benzyloxycar^ L-Arginine 15 (Xue et al, 
Tetrahedron Letters 1995,1,55-58). 
20 Figure 8 : Voie de synthese (5) des ligands synthetiques au depart de N a -tert- 

Butoxy-3-Nitro-L-Phenylglycine 19 (Lee et al, Bioorg; Med. Chem. ; EN; 
7;6;1999 ;1097-1104). 

Figure 9 : Voie de synthase (6) des ligands synthetiques. 

Figure 10 : Voie de synthese (7) des ligands synthetiques. 
25 Figure 11 : Effets de longue duree du RF 2 sur la potentialisation par le fentanyl de 

Phyperalgesie induite par une douieur de type inflammatoire 

A - PROPRIETES ANTI-HYPERALGIQUES IN VIVO DE LIGANDS DU 
30 RECEPTEUR NPFF 
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Matfriejg et Mfohodes 

1. Produits utilises 

Le Fentanyl et la Naloxone proviennent de Sigma-Aldrich (Saint Quentin 
5 Fallavier, France). Les composes RF2 et RF3 sont des analogues dipeptidiques de 
rextremite carboxylique (Arg-Phe-NH2) du NPFF sur laquelle a 6t6 greffS un 
groupement phenyl. Tous ces molecules ont ete dissoutes dans une solution saline 
physiologique (0,9%) et administrees par voie sous-cutan6e (100 nl/100 g de poids 
corporel). Les sujets controle ont re?u un volume egal de solution saline. 

10 

2. Animaux 

Toutes les experiences ont 6t6 r6alis6es sur des rats males Sprague-Dawley de 
300 k 350 grammes (Iffa Credo, France). Les rats sont group6s a raison de 5 par cage; 
1'eau et la nourriture leur sont fournis k volonte. Tous les animaux sont 61ev6s dans des 

15 conditions identiques de temperature (23 ± 1°C) dans une animalerie pr&entant 
altemativement des periodes d'eclairement (7h k 19h) et d'obscurite (19h a 7h). Chaque 
experience comporte deux lots de 10 rats dont Tentretien quotidien est assure par 
l'experimentateur afin d'eviter au maximum toute perturbation des animaux. Les tests 
pharmacologiques et les soins apport6s aux animaux ont suivi les regies d'ethique 

20 etablies par le Comite de l'Association internationale de lutte contre la douleur (IAPS, 
1993). 

3. Mesure experimentale effectuee : Mesure du seuil nociceptif 

Le seuil nociceptif a ete determine par le poids minimum supporte par la patte 
25 posterieure gauche de Tanimal jusqu ! a remission d f un cri, selon la methode de Randall- 
Selitto modifiee (Kayser et Guibaud, 1990). L'appareil de Randall-Selitto permet 
d'exercer une pression croissante et reguli&re sur la patte de l'animal; la valeur de 
1'intensite de pression (exprimee en grammes) exercee sur la patte est lue a remission 
du cri sur une echelle graduee le long de laquelle un index se deplace. Afin d'eviter 
30 toute lesion des tissus de la patte, la pression maximale (cut-off) est fkee a 600g. Nous 
avons retenu ce test pour notre experimentation car il fait intervenir un stimulus de 
nature mecanique, a reponse integree supra-spinale (cri), alors que le test de retrait de 
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la queue (impliquant un stimulus de nature thermique) fait intervenir une rSponse a 
composante purement r6flexe. 

4. Protocole experimental 

5 4.a. Familiarisation des animaux avec Texp^rimentation 

Les experiences doivent etre r£alis£es sur des animaux non stresses, afin 
d'eviter toute liberation de peptides opioides endogdnes susceptibles de modifier leur 
seuil nociceptif de base. Pour cette raison les animaux doivent Stre familiarises avec : 

- leur nouvel environnement: des leur arriv6e a l'animalerie, les rats sont places en 
1 0 cages collectives (5 par cage) et laisses au repos pendant 2 jours. 

- Texp&imentateur: il les manipule une heure par jour pendant les deux semaines 
suivantes (de 13h k 14h). 

- les conditions experimentales: les animaux sont pes6s quotidiennement. Au moins 
une heure avant le d£but des manipulations, les animaux sont transf6r£s de Tanimalerie 

15 k la salle d'exp^rimentation (12h) puis sont mis en presence de Tappareil de Randall- 
Selitto sans subir de stimulus nociceptif. 

4.b. Experimentation 

A la suite de cette p&iode d'habituation, les animaux sont soumis au protocole 
20 experimental. Deux jours avant l'experimentation proprement dite (J-2 et J-i) et le jour 
mSme (Jo) deux mesures quotidiennes sont realises k 30 minutes d'intervalle, afin de 
verifier la stabilite du seuil nociceptif des animaux. 

Pour chaque experience, 20 animaux sont appartes au hasard en deux groupes 
de 10 rats et une mesure du seuil nociceptif de base est effectuee pour tous les rats. Le 
25 premier groupe re9oit une injection sous-cutanee de RF2 ou RF3 (2.5; 5 ou lOmg/kg) 
et le deuxieme groupe (animaux temoins) re9oit une injection sous-cutanfe de serum 
physiologique. Les experiences sont realisees en aveugle (rexp6rimentateur ne sait pas 
quelles sont les seringues contenant le RF2/RF3 ou le s6rum physiologique). Trente 
minutes apr6s ce pr6-traitement (temps To), tous les animaux re9oivent : 
30 - soit 4 injections de Fentanyl (60 ng/kg, s.c.) au rythme d'une injection toutes 

les 15 minutes, 
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- soit 4 injections de serum physiologique au meme rythme d'une injection 
toutes les 15 minutes (contrfile). 

Le seuil nociceptif est mesure alors toutes les trente minutes jusqu'au retour k la 
5 valeur basale. 

Les cinq jours suivant (Jj-Js) cette experience, le seuil nociceptif des animaux 
est 6valu£ quotidiennement par deux mesures separfes par un intervalle de temps de 
trente minutes. Si le seuil nociceptif est retournd a sa valeur de base k J$ 9 une injection 
de naloxone (lmg/kg, s.c.) est pratiquee afin d'evaluer le niveau de fonctionnement 
10 des systemes opioTdes endogenes qui pourrait masquer, par contre reaction, une 
eventuelle prolongation d'activite des systemes facilitateurs de la nociception, dont 
parmi eux les systemes antiopioides qu'il soient NPFFergiques ou autres (CCK, 
Nociceptine....). 

15 5. Analyse statistique 

Les r&ultats, exprimes en valeur moyenne (± erreur standard) sont compares a 
l'aide d'une analyse de variance (ANOVA) a un ou deux facteurs (influence du temps 
et/ou du traitement sur Involution du seuil nociceptif). Dans chaque experience et pour 
les deux groupes de rats, la stabilite du seuil nociceptif basal k J-2, J-l, Jo a &6 

20 determinee par une ANOVA k un facteur dans chaque lot et a deux facteurs entre les 
deux lots (temps et/ou traitement) . 

Lorsque 1" ANOVA detecte des differences intra-lot et/ou inter-lot, un test 
statistique post-hoc est pratique. Le test de Dunnett est utilise pour pr&iser les 
differences dans Involution des seuils nociceptifs des animaux. Les amplitudes de 

25 l'analgesie induite par le Fentanyl, seul ou combine k un pretraitement par RF2 ou RF3 
ont €\6 caracteristes par la determination des aires sous la courbe et ont ete compares 
statistiquement a l'aide du test "/ " de Student Une difference est consider comme 
Stant significative pour une probabilite P < 0.05. 

30 6- Validation de la procedure experimentale 

Pour chacune des experiences realisees, l'ANOVA effectuee sur les valeurs 
obtenues avant toute administration de substances pharmacologiques (controle) n'a 
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jamais r6v616 de differences significatives du seuil nociceptif entre les 2 groupes 
d'animaux (pas d'effet groupe), ni de variations significatives du seuil nociceptif des 
animaux au cours du temps (pas d'effet temps), ni de leur interaction (ANOVA 2 
facteurs, P > 0.05), pour chacun des jours precedant l'experimentation. Ceci suggere 
5 que le seuil nociceptif des animaux est identique pour les deux groupes d'animaux et 
qu'il est stable au cours du temps. Ces resultats suggfrent que ces conditions 
exp6rimentales sont adequates pour permettre d'etudier avec rigueur l'influence de 
diverses drogues sur la valeur du seuil nociceptif. 

Pour ces memes experiences, la valeur de la premiere mesure du seuil 
10 nociceptif (choisie comme etant la valeur de reference, voir Figures) evalufc le jour de 
l'experimentation, avant radministration de drogue, chez les rats temoins n'est pas 
significativement diffSrente de celle du second groupe d'animaux (test V de Student, 
P > 0.05). II est done possible de comparer le seuil nociceptif entre les deux groupes 
d'animaux apres radministration de drogue pour chaque experience. 

15 

Exemple 1 : Le ligand synthetique du recepteur NPFF, RF2, inhibe 
l'hyperalgie induite par le Fentanyl. 



Cet exemple illustre la capacite de ligands synthetiques du recepteur NPFF 
20 d'inhiber l'hyperalgie induite par des analg&iques opiaces. 

Les experiences ont 6t6 realisees dans les conditions decrites dans les materiels 
et methodes. Les resultats obtenus sont presentes sur les Figures 1 et 2. Les resultats 
obtenus montrent (1.) que le ligand synthetique RF2 ne provoque k lui seul pas 
d'analgesie et (2.) que le ligand synthetique RF2 a une dose de 2,5 mg/kg ne 
25 potentialise pas 1'effet analgesique du fentanyl, et que radministration de RF2 
(5mg/kg) potentialise 1'effet analgesique du Fentanyl et previent l'hyperalgie de longue 
duree induite par radministration de Fentanyl. 



L_Les resultats presentes sur la Figure 1 montrent que radministration de RF 2 aux 
30 doses de 2.5, 5 ou 10 mg /kg, s.c, ne provoque a elle seule.aucun changement de la valeur 
du seuil nociceptif (voir Figure 1, pour la dose de 5mg/kg). 
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2. Les r&ultats pr6sent6s sur la Figure 2 montrent que radministration de RF 2 & la 
dose de 2.5 mg/kg (s.c.) ne.modifie ni 1'amplitude, ni la dur6e de l'effet analgesique du 
Fentanyl (4 x 60|ik/kg). En revanche, radministration de RF 2 k une dose de 5mg/kg (voir 
Figure 2) ou de 10 mg/kg potentialise l'effet analgesique du Fentanyl et previent 
5 l'hyperalgie de longue durfe induite par radministration de Fentanyl. 

Plus particulterement, la Figure 2 montre Involution de la valeur du seuil 
nociceptif 6valu6e par le test de Randall-Sellitto (evocation du cri de l'animal en reponse 
& un stimulus nociceptif m&anique, Le pression exerc£e sur une patte, exprim6 en 

10 grammes) chez des rats trails par du Fentanyl (4 injections de fentanyl h 15 minutes 
d'intervalle ; 60 \xgfkg par injection, s.c). Les mesures sont effectutes toutes les 30 
minutes le jour d'administration des drogues puis quotidiennement les jours suivants. 
Chaque groupe experimental est fonn6 de 10 animaux. Les 2 groupes de rats ont 6X6 
trails, 30 minutes avant l'injection de fentanyl, soit par du s^rum physiologique (groupe 

15 NaCl), soit par du RF 2 (5mg/kg, s.c.) dans le groupe RF 2 . Les valeurs du seuil nociceptif 
sont representees en moyenne +/-SEM. Au jour 5 (J 5 ), une injection de naloxone est 
pratiquee (lmg/kg, s.c.) et le seuil nociceptif mesurt 5 minutes apres cette injection de 
l'antagoniste opiac6, puis toutes les 30 minutes jusqu'au retour a la valeur de base du 
seuil nociceptif. 

20 L'analyse de variance (ANOVA) a 2 facteurs montre un effet temps et un effet 

groupe. L'analyse post-hoc (test de Dunnet) indique une difference significative entre les 
2 groupes (p<0.05) pour les mesures effectu&s jusqu'i 5 heures apr^s la premiere 
administration de Fentanyl. Au cours des jours suivant celui de radministration de 
Fentanyl, TANOVA k 2 facteurs montre un effet temps et un effet groupe chez les rats du 

25 groupe NaCl. L'analyse post-hoc (test de Dunnett) indique une difference significative 
entre les 2 groupes (p<0.05) pendant 3 jours ainsi que suivant radministration de 
naloxone k J 5 . Durant les jours suivant celui de radministration de Fentanyl, les animaux 
pr6-trait& par RF 2 ne montrent aucune modification de la valeur de leur seuil nociceptif 
en reference a la valeur de base de leur seuil nociceptif (test de Student). 

30 

Exemple 2 : Le ligand synthetique du rfcepteur NPFF, RF3, inhibe 
Thyperalgie induite par le Fentanyl. 
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Cet exemple illustre la capacity de ligands synthetiques du recepteur NPFF 
d'inhiber 1'hyperalgie induite par des analg&iques opiaces. 

Les experiences ont &6 r£alis6es dans les conditions decrites dans les materiels et 
m&hodes. Les resultats obtenus sont pr£sent£s sur la Figure 3. Les r£sultats pr£sent£s 
5 montrent que Padministration de RF3 a une dose de 5mg/kg ou de 10 mg/kg potentialise 
Peffet analgesique du Fentanyl et previent 1'hyperalgie de longue durte induite par 
Padministration de Fentanyl. 

En particulier, la Figure 3 represente Involution de la valeur du seuil nociceptif 
6valu6e par le test de Randall-Sellitto (Evocation du cri de Panimal en reponse k un 

10 stimulus nociceptif m&anique, i.e.pression exercee sur une patte, exprim6 en grammes) 
chez des rats trails par du Fentanyl (4 injections de fentanyl a 15 minutes d'intervalle ; 
60 yg/kg par injection, s.c.). Les mesures sont effectutes toutes les 30 minutes le jour 
d' administration des drogues puis quotidiennement les jours suivants. Chaque groupe 
experimental est form6 de 10 animaux. Les 2 groupes de rats ont 6t6 traites, 30 minutes 

15 avant Projection de fentanyl, soit par du serum physiologique (groupe NaCl), soit par du 
RF3 (5mg/kg, s.c.) dans le groupe RF3 . Les valeurs du seuil nociceptif sont representees 
en moyenne +/-SEM. Au jour 5 (J5), une injection de naloxone est pratiqu6e (lmg/kg, 
s.c.) et le seuil nociceptif mesure 5 minutes apres cette injection de Pantagoniste opiac6, 
puis toutes les 30 minutes jusqu'au retour a la valeur de base du seuil nociceptif. 

20 L'analyse de variance (ANOVA) a 2 facteurs montre un effet temps et un effet 

groupe. L'analyse post-hoc (test de Dunnet) indique une difference significative entre les 
2 groupes (p<0.05) pour les mesures effectives jusqu'd. 4 heures aprfes la premiere 
administration de Fentanyl. Au cours des jours suivant celui de radministration de 
Fentanyl, PANOVA k 2 facteurs montre un effet temps et un effet groupe. L'analyse 

25 post-hoc (test de Dunnett) indique une difference significative entre les 2 groupes 
(p<0.05) le jour suivant celui de l'administration de Fentanyl ainsi que suivant 
Padministration de naloxone a J5 chez les animaux du groupe NaCl. Durant ces jours 
suivant celui de Padministration de Fentanyl, les animaux pr£-trait6s par RF2 ne montrent 
aucune modification de la valeur de leur seuil nociceptif en reference a la valeur de base 

30 de leur seuil nociceptif (test de Student). 



B - SYNTHESE DE LIGANDS SYNTHETIQUES DU RECEPTEUR NPFF 
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Exemple 3 : Preparation du diacetate de ^-Ph^nylacetyl-L-Arginine-L- 
PhSnylalaninamide (4) au depart de ^tert-Butyloxycarbonyl-N^-Nitro-L-Arginine 
lGMfthode 1) 

5 3.1. Preparation du N a -te^Butyloxycarbonyl-N^ 
amide 2 

Dissoudre 0,87 g (2,75 mmoles) de ^-tert-Butyloxycarbonyl-N^-Nitro-L-Arginine 1 
dans 60 ml de tetrahydrofurane anhydre et refroidir & -40°C, dans un bain 

10 d'ac&one/carboglace, le milieu r£actionnel sous argon. Rajouter 0,38 ml (2,75 mmoles) 
de triethylamine puis goutte a goutte 0,36 ml (2,75 mmoles) de chloroformate d'isobutyle. 
Laisser sous agitation pendant 2 minutes (formation d'un pr&ipite blanc) puis rajouter 
rapidement 500 mg (2,5 mmoles) de chlorhydrate de ph^nylalaninamide et 0,38 ml (2,75 
mmoles) de tri6thylamine. Laisser le milieu revenir a temperature ambiante et maintenir 

15 sous agitation pendant 4 heures. 

Evaporer k sec et reprendre dans le dichlorom&hane et ime solution aqueuse satur6e de 
chlorure de sodium. 

Laver ensuite la phase organique avec une solution aqueuse saturee 
d'hydrog&iocarbonate de sodium. Secher sur sulfate de sodium, filtrer puis 6vaporer. 
20 Obtention de 800 mg d'une huile jaune. Purification sur colonne de silice : 61uant : acide 
acetique/m&hanol (9/1). Obtention de 650 mg de produit blanc casse. 
Rdt : 50% 

CCM : 61uant : acide ac&ique/m&hanol (9/1) : Rf = 0,62 
F = 97°C 

25 ! H RMN (200 MHz, DMSO-d* + D 2 0) : 8 1,31 (j, 9H, C(CH 3 ) 3 ) ; 1,43 (m, 2H, 

CH 2 -CffrCH 2 ) ; 1,68 (ro, 2H, CH r CH(NH 2 )-CO) ; 2,76 (m, 2H, NH-C/f r CH 2 - 
CH 2 ) ; 3,01 (</, 2H, Ctfs-Cft) ; 3,93 (t, 1H, CH 2 -C»(NH 2 )CO) ; 4,62 (r, 1H, 
QHs-CH2-Cfl) ; 7,10-7,40 (m, 5H, tfarom.). 

30 3.2. Preparation du N^pWnylacetyl-N^Nfo^^ 3 

Dissoudre 650 mg (1,40 mmoles) du dipeptide pr£c&iemment forme dans 18 ml d'un 
melange acide ac6tique/acide chlorhydrique (2/1) et laisser r6agir 3 heures a temperature 
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25 

ambiante. Evaporer k sec. Plusieurs az&>tropes sont effectues successivement avec de 
P&hanol puis du cyclohexane. On obtient 560 mg de chlorhydrate. 
Rdt:100% 

l H RMN (200 MHz, D 2 0) : 8 1,46 (m, 2H, CH 2 -Ci/ r CH 2 ) ; 1,70 (m 9 2H, CH 2 - 
5 CH(NH 2 )-CO) ; 2,99 (m, 2H, NH-Ctf r CH 2 -CH 2 ) ; 3,10 (d 9 2H, C<fr 5 -CH 2 ) ; 3,83 

(/, 1H, CH 2 -Ci/(NH 2 )-CO) ; 4,85 (f, 1H, C 6 H 5 -CH 2 -C//) ; 7,10-7,40 (w, 5H, H 
arom.). 

Dans un bicol sous argon, dissoudre 200 mg (0,498 mraole) du chlorhydrate obtenu dans 
10 10 ml de t&rahydrofurane anhydre et rejBroidir le milieu reactionnel a -20°C. Rajouter 
0,15 ml (0,55 mmole) de trtethylamine et laisser agiter pendant 10 minutes. Rajouter 
ensuite goutte k goutte 0,072 ml (0,55 mmole) de chlorure de phenylac£lyle. Laissez 
revenir k temperature ambiante pendant 3 heures. Evaporer k sec et reprendre avec de 
Pac&ate d'&hyle et une solution aqueuse saturee de chlorure de sodium. Extraire 4 fois 
15 avec de Pac&ate d'&hyle, s£cher la phase organique sur du sulfate de sodium, filtrer et 
evaporer a sec. 

Obtention de 140 mg d'une huile jaune. Purification sur colonne de silice : eiuant : 
Acetate d'ethyle / Methanol (9/1). Obtention de 100 mg de produit pur sous forme de 
poudre blanche. 
20 Rdt:42% 

CCM : eluant : Acetate d'&hyle / Methanol (9/1) : Rf = 0,63 

F=203°C 

*H RMN (200 MHz, DMSO~d 6 + D 2 0) : 8 1,45 (ro, 2H, CH 2 -C# 2 -CH 2 ) ; 1,60 (w, 
2H, Ctf r CH-(NH-CO)-CO) ; 2,95-3,15 (m y 4H, NH-C#rCH 2 -CH 2 et CeHs- 
25 CH 2 ) ; 3,50 (tf, 2H, NH-CO-Ctf 2 -C 6 H 5 ) ; 4,20 (f, 1H, CH r C/f-(NH-CO-)-CO) ; 

4,40 (m, 1H, Cif-CHrCeHs) ; 7,18-7,22 (m, 10H, arom.). 

3.3. Preparation du Diacetate de N a -Phenylacetyl-L-Ar^nine-L-Phenylalaninamide 4 

30 Hydrogener pendant une nuit 100 mg (0,2 mmoles) du produit 3 obtenu prec&iemment, 
dissous dans du methanol contenant 10% d'acide acetique glacial, a 40 psi en presence de 
10% Pd/C. Filtrer et concentrer sous vide. Obtention de 70 mg de poudre brune. 
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Rdt : 95% 
F>220°C 

l H RMN (200 MHz, DMSO-cfc + D 2 0) : 5 1,45 (w, 2H, CH 2 -C/J 2 -CH 2 ) ; 1,60 (m 7 
2H, C// r Cfr(NH-CO-)-CO); 2,95-3,15 (m, 4H, NH-C//rCH 2 -CH 2 et C 6 H 5 - 
5 CH 2 ) ; 3,50 (d, 2H, NH-CO-CflrCeHs) ; 4,10 (r, 1H, CH r C^(NH-CO-)-CO) ; 

4,36 (m, 1H, C^-CH 2 -C6H 5 ) ; 7,18-7,22 (w, 10H, i/arom.). 

Exemple 4 : Preparation du cblorhydrate de N a -[(lH)-Indole-2-carbonyl]-L- 
Arginine-L-PMnyl alaninamide (7) au depart de Na-Cbz-L- Arginine 5(M6thode 2) 

10 

4.1. Preparation du Chlorhydrate de N^Carboxy-L-Arginine Anhydride 6 

Placer 300 mg (0,87 mmole) de chlorhydrate de Na-Cbz-L-Aiginine 5 dans 12 ml de 
t6trahydrofurane anhydre, sous argon. Ajouter 0,3 ml (3,2 mmoles, 3,6 &j) de tribromure 

15 de phosphore et porter le melange k reflux (t°ext&ieure = 60°C) jusqu'S. dissolution totale 
du produit de depart (environ 4 heures). Evaporer a sec le tetrahydrofurane. Mettre a la 
pompe k vide pendant 1 heure pour bien secher l'huile obtenue. L'huile cristallise dans du 
chloroforme. Decanter le chloroforme puis triturer rapidement a lather, le decanter. 
Reprendre de nouveau dans Tether, decanter et secher sous vide. On obtient un solide 

20 blanc tres hygroscopique. 

! H RMN (300 MHz, DMSO-d^) : 8 1,50-1,80 (ro, 4H, -CH-CflrCft) ; 2,90-3,00 
(m, 2H, Cft-NH) ; 4,40-4,50 (m 9 1H, C#-CH 2 -CH 2 ). 

4.2. Preparation du Chlorhydrate de N a -[(lH)-Indole-2-Carbonyle]-L-Arginine-L- 
25 Phenylalanineamide 7 

Au chlorhydrate de N a -carboxy-L-arginine anhydride 6 obtenu prec&iemment on ajoute 
0,142 g (8J.10* 4 moles) de L-Ph6nylalaninamide puis 10 ml d'eau. Laisser une nuit a 
60°C (t° exterieure). Apres refroidissement du milieu reactionnel, ajouter 0,1 g ($ 9 7AQ~ 4 
30 moles) de bicarbonate de sodium pour obtenir un pH de 9-10. Ajouter alors 0,1 ml 
(8,7. 10" 4 moles) de chlorure d'indoloyle. Laissez sous agitation 3 heures en veillant a ce 
que le pH se maintienne a 9-10. Acidifier jusqu'd. pH = 1 avec une solution d'acide 
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chlorhydrique IN. Extraire trois fois a Tac&ate d'ethyle puis evaporer a sec la phase 
aqueuse. Le brut de reaction est purifi6 par chromatographie liquide haute performance. 
Colonne Vydac Cis phase inverse 
D6bit lOml/min 

5 Gradient eau + 0,1% TFA-MeOH (98 : 2 a 60 :40 en 5 min puis 48 : 52 en 26 

min). 

T R HPLC : 28,7 min., produit lyophilis6 
Rdt : 10% 

J H RMN (300 MHz, MeOD) : 8 1,57-1,64 (m, 2H, CH-C# r CH 2 ) ; 1,77-1,89 (w, 
10 2H, C// r CH-NH) ; 2,90-2,97 (m 9 2H, Ci/ r C 6 H 5 ) ; 3,15-3,32 (m, 2H, NH-Cff*) ; 

4,52-4,57 (m, 1H, CH r C#-NH) ; 4,66-4,79 (m, 1H, CJ7-CH 2 -C 6 H 5 ) ; 7,02-7,22 
(m 9 7H, tfarom.) ; 7,45-7,50 (tf, J=7.5, 1H, i/arom.) ; 7,57-7,63 (d 9 J=7.5, 1H, H 
arom.) 

15 Exemple 5 : Preparation du chlorhydrate du N^Benzoyl-N^-Methyl-L- 

Arginine-L-Phenylalanine amide (13) au depart de N^-bis-Benzyloxycarbonyl-L- 
Ornithine 8 (Metbode 3) 

5.1. Preparation du l^-Carboxy-N^-Benzyloxycarbonyl-I^Ornithine Anhydride 9 

20 

Dissoudre 17,2 g (43 mmoles) de N^^-bis-Benzyloxycarbonyl-L-Ornithine 8 dans 150 ml 
de t&rahydrofurane anhydre, sous argon, et refroidir la solution a 10°C (t° exterieure). 
Ajouter 9,8 g (47 mmoles, 1,1 eq) de pentachlorure de phosphore. Agiter pendant lh30. 
Evaporer h sec le tetrahydrofiirane. Reprendre le residu sirupeux dans un minimum 
25 d'acetate d'ethyle et faire cristalliser le N-carboxyanhydride en ajoutant de Tether. Filtrer, 
laver h. Tether et sdcher sous vide. Obtention de 1 1,9 g d'une poudre blanc cassd. 

Rdt: 95% 

F=102°C 

IR : 2 bandes caracteristiques 1790 et 1852 cm' 1 
30 ! H RMN (300 MHz, DMSO-d 6 ) : 8 1,4-1,8 (m, 4H, -CR-CH r CHr) ; 3,01 (?, 2H, 

J=6.0, -C# r NH-) ; 4,44 (t, 1H, J=6.1, -Ctf-CH 2 ) ; 5,01 (s, 2H, -0-Ci£-Ph-) ; 7,3- 
7,4 (m, 6H, if arom. et-N#Cbz) ; 9,10 (s, 1H, -Ntf-CH- ^changeable D2O). 
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,3 C RMN (300 MHz, DMSO-d*) : 25,58 (-CH-CH 2 -CH 2 -) ; 29,05 (-CH-CH 2 -CH 2 - 
) ; 57,32 (-CH-CH 2 -) ; 65,77 (-CH 2 -Ph) ; 128,87 et 128,25 (-CH arom.) ; 137,78 (- 
C quatemaire arom.) ; 152,46 (-NH-C(O)O-) ; 156,72 (BnO-C(O)O-) ; 172,04 (- 
CH-C(0)0-). 

5 

5.2. Preparation du Chlorhydrate deN^Benzoyl-L-OnutMne-L-Ph^ 10 

Dissoudre 0,5 g (1,71 mmoles) de l'anhydride 9 dans 3 ml de dimethylformamide sec. 
Refroidir le melange a - 40°C (t° ext6rieure). Aj outer une solution de L- 
10 ph6nylalanineamide 0,35 g (1,71 mmoles) dans 3 ml de chloroforme contenant 0,19 ml 
(1,71 mmoles) de N-M&hylmorpholine. Laisser remonter k temperature ambiante puis 
chauffer a 60°C (t° exterieure) pendant 30 minutes. Apr£s refroidissement de la solution, 
additionner 0,19 ml (1,71 mmoles) de chlorure de benzoyle dissout dans 1 ml de 
chloroforme . Abandonner sous agitation le milieu reactionnel pendant 12 heures. 
15 Evaporer le chloroforme k l'evaporateur rotatif. Verser la dimethylformamide restant dans 
50ml d'eau et agiter pendant Ih. Puis refroidir le milieu reactionnel a 0°C pendant 4 
heures et filtrer. Laver les cristaux obtenus plusieurs fois a l'dther. On obtient 0,75 g 
d'une poudre blanche qu'on solubilise dans 25 ml de methanol et 0.15 ml d'acide 
chlorhydrique concentre. On y ajoute 70 mg de Pd/C a 10% et le milieu reactionnel est 
20 hydrogSner k 60 psi pendant 18 heures. Aprfes filtration du catalyseur sur terre d'infusoire, 
on 6vapore k sec. On obtient 420 mg d'une poudre blanche apres trituration dans Tether et 
filtration. 

Rdt:95% 
F = 233°C , 
25 [<x D ] : -18°C (c = 5 mg/ml, methanol) 

! H RMN (200 MHz, CD 3 OD): 8 1,55-1,95 (m y 4H, Ci/ r CH(NH)-CO et CH 2 - 
CH2-CH2); 2,85-3,25 (m, 4H, C 6 H 5 -CH 2 et NH 2 -Cik); 4,55 (m, 2H, CH 2 - 
Ctf(NH)-CO et C 6 H 5 -CH r Cfl) ; 6,95 (m, 5H, Cetfj-CHz) ; 7,35 (m, 3H, CsHs- 
CO) ; 7,80 (rf, J=7.0, 2H, C^-CO). 
30 Analyse centesimale : Analyse calcul£e k partir de C 2 iH 2 6N403, HC1 : C% : 

60,21 ; H% : 6,50 ; N% : 13,37. TrouvS : C% : 60,20 ; H% : 6,48 ; N% : 13,32. 
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5.3. Preparation du N^Benzoyl-N^-tto^ 11 

Rajouter 0,5 g ( 1,2 mmoles) de chlorhydrate de N a -benzoyl-L-Ornithine-L- 
Ph&iylalaninamide 10 k un melange de chloroforme (100 ml) et d'eau (100 ml) contenant 
5 o,4 g (4,0 mmoles, 3,3 eq) de carbonate de calcium et 0,1 g (1,2 mmoles) 
d'hydrogenocarbonate de sodium. Laisser sous agitation pendant 5 minutes puis rajouter 
0,12 ml (1,5 mmoles, 1,2 eq) de thiophosg&ie. Maintenir une agitation vigoureuse 
pendant 2 heures. Filtrer et s6parer la phase organique et la phase aqueuse. Laver le 
pr&ipite (sels mineraux) avec de Pethanol pour r6cuperer le produit de reaction 

10 relativement peu soluble dans le chloroforme. Rassembler les phases organiques et 
concentrer sous vide. Reprendre le residu dans 100 ml de methanol, refroidir k 0°C et 
faire buller de Pammoniaque pendant 10 minutes. Laisser sous agitation pendant 2 heures 
puis concentrer sous vide. Chromatographier le residu sur colonne de silice (61uant acetate 
d'&hyle-m&hanol 9/1) pour obtenir 0,35 g d'un solide blanc. 

15 Rdt : 66% 

F=183°C 

[a D ] : -25,6° (c = 5 mg/ml, methanol) 

*H RMN (200 MHz, CD 3 OD) : 5 1,45-1,85 (m y 4H, C# r CH(NH)-CO et CH 2 - 
CH2-CH2) ; 2,85-3,20 (m, 4H, QHs-Cft et NH 2 -CS-NH-C# 2 ) ; 4,45 (w, 2H, 
20 CH 2 -C#(NH)-CO et C 6 H 5 -CH 2 -Cii) ; 7,00 (m, 5H, H arom.) ; 7,35 (tw, 3H, H 

arom.) ; 7,80 (m, 2H, H arom.) 

5.4. Preparation du N a -Benzoyl-N*-te^butyto 
Phenylalaninamide 12 

25 

Dissoudre 0,55 g (1,24 mmoles) du thiourde 11 obtenu prteedemment et 0,15 ml (2,48 
mmoles, 2 eq) de iodomethane dans 20 ml d'ac&onitrile et laisser sous agitation pendant 
16 heures. Concentrer sous vide pour obtenir 0,71 g de produit blanc. Reprendre dans un 
melange de 10 ml d'une solution aqueuse saturee d'hydrogenocarbonate de sodium et de 
30 10 ml de 1,4-dioxanne. Rajouter k ce melange 0,32 g de dicarbonate de di-terf-butyle et 
laisser sous agitation pendant 24 heures. Concentrer le dioxanne et extraire avec 100 ml 
d'acetate d'Sthyle. Laver la phase organique avec une solution aqueuse satur6e de 
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chlorure de sodium. Secher sur sulfate de sodium, Steer et concentrer sous vide pour 
obtenir 0,55 g de S-Me isothiouree de couleur jaune. 

Rdt : 80% 

F = 105°C 

5 'H RMN (200 MHz, CDC1 3 + D 2 0) : 8 1,49 (s, 9H, CiCH 3 ) 3 ) ; 1,60-2,00 (m, 4H, 

C# r CH(NH)-CO et CH 2 -C# r CH 2 ) ; 2,42 (s, 3H, S-C/fc) ; 3,05 (m, 2H, CsHj- 
CH 2 ) ; 3,25 et 3,45 (m, 2H, C(CH 3 S)-NH-C# 2 ) ; 4,65 (m, 2H, CH 2 -C#(NH)-CO et 
C6H s -CH 2 -C/i) ; 7,05 (m, 5H, C6# 3 -CH 2 ) ; 7,35 (m, 3H, tfarom.) ; 7,80 (m, 2H, H 
arom.) 

10 

Dissoudre 0,55 g (0,98 mmoles) de S-Me isothiouree obtenu dans 100 ml d'ac&onitrile et 
refroidir la solution a 0°C. Rajouter ensuite 0,16 ml (1,17 mmoles) de triethylamine, 1 ml 
(1,96 mmoles) d'une solution de methylamine 2N/tetrahydrofurane, puis 0,25 g (1,47 
mmoles) de nitrate d' argent. Laisser sous agitation pendant 12 heures k temperature 
15 ambiante. Filtrer sur celite pour eliminer les sels d'argent et concentrer sous vide. 
Chromatographier le r6sidu sur colonne de silice (eluant acetate d'£thyle-methanol 9/1 + 
5% triethylamine) pour obtenir 0,20 mg de solide blanc. 
Rdt :38% 

Rf (AcOEt-MeOH 9/1 +5% TEA) : 0.54 

20 F = 124°C 

'H RMN (200 MHz, DMSO-ds + DzO) : 8 1,32 (5, 9H, C(CH 3 ) 3 ) ; 1,38-1,55 (m, 
4H, CH2-CH(NH)-CO et CH 2 -C# 2 -CH 2 ) ; 2,67 (s, 3H, NH-Cif 3 ) ; 2,75 (m, 1H, 
C(CH 3 NH)-NH-C# 2 ) ; 2,95 (m, 3H, C(CH 3 NH)-NH-Ctf 2 et C<R 5 -CH 2 ) ; 4,32- 
4,45 (m, 2H, CH 2 -C//(NH)-CO et CeHs-CHrCfl) ; 7,05 (m, 5H, C^j-CH^ ; 7,35 

25 (m, 3H, H arom.) ; 7,80 (th, 2H, H arom.) 

5.5. Preparation du Chlorhydrate du ^-Benzoyl-N^-Memyl-L-Argintee-L-Phenylalanine 
amide 13 

30 Dans un bicol dote d'un tube de garde contenant du chlorure de calcium dissoudre 0,1 8 g 
de Tamine proteg6e obtenue precedemment dans 8 ml d'acetate d'6thyle anhydre et faire 
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buller HC1 gaz pendant 5 minutes. Suivre par CCM (Acetate d'ethyle) la disparition du 
produit de depart. Filtrer le precipite blanc form6 (0,14 g). 

Rdt : 90% 

F=127°C 

5 [a D ] : -28° (c = 5 mg/ml, MeOH) 

J H RMN (200 MHz, CD3OD) : 8 1,45-1,75 (m, 4H, C#rCH(NH)-CO et CH 2 - 
CHrCK 2 ) ; 2,75 (s, 3H, NH-Cft) ; 2,95 («, 1H, C(CH 3 NH)-NH-C# 2 ) ; 3,15 (m, 
3H, C(CH 3 NH>NH-C# 2 et C£L 5 -CH 2 ) ; 4,45-4,75 (m 9 2H, CH 2 -Ctf(NH)-CO et 
C6H 5 -CH 2 -Cfl) ; 7,00 (m, 5H, C^CH 2 ) ; 7,35 (m, 3H, #arom.) ; 7,80 (w, 2H, H 
10 arom.). 

Exemple 6 : Preparation du chlorhydrate de N^Benzoyl-N^Methyl-L- 
Arginine-L- Phenylalanine amide (18) au depart de N a -tert-Butyloxycarbonyl-N a - 
Methyl-N w,w di-benzyloxycarbonyl-L-Arginine 15(methode 4) 

15 

Au depart du l^-tert-Butyloxycarbonyl-N^M^thyl- N w,w di-benzyloxycarbonyl-L- 
Arginine 15 et en suivant le mode op6ratoire du couplage avec la L-Phenylalaninamide 
d&nrit dans Texemple 3 (methode 1), le dipeptide amide 16 est obtenu avec un rendement 
de 53%. 

20 Ce dipeptide amide 16 est ensuite d6prot6g6 en milieu acide et acyle par le chlorure de 
benzoyle toujours dans les conditions des reactions decrites dans Pexemple 3 (m6thode 
l).On obtient ainsi le compose 17. La deprotection des groupements benzyloxycarbonyles 
est effectuee par hydrog&iation comme decrit dans Pexemple 3 (methode 1) en 
rempla9ant l'acide acetique par de Pacide chlorhydrique concentre en quantite 

25 stoechiometrique. Le rendement global pour la formation de 18 est de 35%. 
F = 90°C 

] H RMN : (300 MHz, DMSO-d 6 ) : 5 1,48 (m, 2H, CH 2 -CifrCH 2 ) ; 1,70 (w, 2H, 
NH-C/6-CH(NH 2 )-CO) ; 1,70 (s, 3H, NCJ&) ; 2,80-3,12 (m, 4H, C 6 H 5 -C/6 et 
NH-C# r CH 2 -CH 2 ) ; 4,30-4,37 (m 9 1H, CH 2 -C#-NH) ; 4,42-4,47 (m, 1H, CH- 
30 CH 2 -C 6 H 5 ) ; 7,1 1-8,05 (m, 10H, //arom.) 
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Exemple 7 : Preparation du chlorhydrate du N a -Benzoyl-3-guanidino-N- 
Ph6nethyl-L-Ph6nyl glycinamide 24 au depart Pf-fe/t-Butyloxycarbonyle-S-Nitro-L- 
Ph&aylglyciae 19 (m&hode 5) 



5 7.1. Preparation du ^-ferNButyloxycarbonyle^-Nitro-N-Ph^lhyl-L- 
Ph&iylglycinamide 20 

Dissoudre 12,7 g (43,0 mmoles) de ^-^Butyloxycarbonyle-S-Nitro-L-Ph^nylglycine 
19 et 7,4 g (64,5 mmoles, 1,5 eq) de N-hydroxysuccinimide dans 400 ml de 1,4-dioxanne. 

10 Rajouter goutte a goutte 9,7 g (47,3 mmoles, 1,1 6q) de DCC dissous dans 100 ml de 1,4- 
dioxanne et maintenir sous agitation pendant 12 heures. Separer la DCU formee par 
filtration et concentrer sous vide. Reprendre le residu dans 400 ml d'acdtate d'6thyle et 
laver avec 300 ml d'une solution aqueuse satur6e de chlomre de sodium. Secher la phase 
organique sur du sulfate de sodium, filtrer et concentrer sous vide pour obtenir 16,1 g 

15 d'une huile jaune utilis6e telle quelle pour la suite. 

Dissoudre Phuile jaune precedemment obtenue dans 600 ml de 1,4-dioxanne et rajouter 
goutte a goutte 6,2 ml (49,2 mmoles) de Ph6n6thylamine. Maintenir sous agitation 
pendant 2 heures puis concentrer sous vide. Reprendre le residu dans 750 ml d'acetate 
d'Sthyle et laver avec 500 ml d'une solution aqueuse d'acide citrique k 5%. S6cher la 

20 phase organique sur sulfate de sodium, filtrer et concentrer sous vide. Triturer dans Tether 
et filtrer pour obtenir 13,6 g de solide blanc. 
Rdt:79% 
F=175°C 

'H RMN (200 MHz, CDC1 3 ) : 6 1,43 (s, 9H, C(CH 3 ) 3 )) I 2,73 (/, J=7.5, 2H, CH 2 - 
25 CtfrCsHs) ; 3,41-3,64 (m, 2H, CHtOkCfts) ; 5,15 (s, 1H, C^NH-C(CH 3 ) 3 ) \ 

5,70 et 5,95 (deux s Schangeables D 2 0, 2H, CO-Ntf-C(CH 3 ) 3 et CO-NH-CH2) ; 
6,98-7,01 (m, 2H, H arom.) ; 7,19-7,23 (m, 3H, H arom.) ; 7,50 (t, J=8.0, 1H, H b ) ; 
7,63 [d y J=7.6, 1H, H c ) ; 8,17-8,19 (m, 2H, H a et H d ) 

30 7.2. Preparation du IS^-Benzoyl-S-Nitro-N-Phenathyl L- Phenylglycinamide 21 



Dans un bicol muni d'un tube de garde contenant du chlorure de calcium, dissoudre 1,2 g 
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(3,0 mmoles) du produit 20 pr6c6demment obtenu dans 20 ml d'acetate d'6thyle. 
Refroidir k 0°C et faire barboter HC1 gaz pendant 5 minutes. Suivre sur CCM (Acetate 
d'ethyle) la disparition du produit de depart Filtrer le pr6cipite blanc qui s'est forme. 
Rajouter de l'6ther au filtrat, laisser refroidir a 0°C et refiltrer pour obtenir en tout 1,0 g 
5 de solide blanc sous forme de chlorhydrate. 

Rdt : 95% 

F = 220°C 

! H RMN (200 MHz, CD 3 OD) : 6 2,64 (/, J=7.5, 2H, CH 2 -C#rC 6 H 5 ) ; 3,20-3,46 
(m, 2H, C#rCH 2 -C6H 5 ) ; 5,15 (s 9 1H, C#-NH 2 ) ; 7,01-7,03 (m 9 2H, H arom.) ; 
10 7,10-7,13 (m 9 3H, H arom.) ; 7,73 (/, J=8.0, 1H, H b ) ; 7,96 (d 9 J=7.6, 1H, H c ) ; 8,26 

(d, J=8.4, 1H, H a ) ; 8,43 (s 9 1H, H d ) ; 8,94 (s large ^changeable D 2 0, 3H, N// 2 et 
HCl) 

Dans un bicol sous argon, dissoudre 3,0 g (8,93 mmoles) du chlorhydrate precedemment 
15 obtenu dans 50 ml de tetrahydrofurane anhydre et porter le milieu reactionnel k -20°C. 
Rajouter 3,0 ml (21,4 mmoles, 2,4 eq) de tri&hylamine et laisser agiter pendant 10 
minutes. Rajouter ensuite goutte a goutte 1,3 ml (10,7 mmoles, 1,2 eq) de chlorure de 
benzoyle. Laisser le milieu revenir k temperature ambiante et maintenir T agitation 
pendant 3 heures. Concentrer sous vide et reprendre avec de 1' acetate d'ethyle et une 
20 solution aqueuse satur^e de chlorure de sodium. Extraire a l'acetate d'ethyle, secher la 
phase organique sur du sulfate de sodium, filtrer et concentrer sous vide. Triturer a l'6ther 
pour obtenir 3,1 g de solide blanc. 
Rdt : 83% 
F=174°C 

25 ! H RMN (200 MHz, CDC1 3 ) : 8 2,70 (t 9 J=7.5, 2H, CH 2 -C//2-C 6 H 5 ) ; 3,30-3,66 

(m, 2H, C#rCH 2 -C6H 5 ) ; 5,96 (d 9 J=7.5, 1H, Ctf-NH-CO) ; 6,10 (s echangeable 
D20, 1H, CO-Ntf-CH 2 ) ; 6,95-7,10 (m 9 5H, CH 2 -CH 2 -C6#j) ; 7,45-7,60 (m, 5H, 
CO-C^) ; 7,75-7,85 (m 9 2H et 1H echangeables D20, H b et CH-N#-CO) ; 7,95 
(d y J=7,6, 1H, H c ) ; 8,16 (d 9 J=8.4, 1H, H a ) ; 8,30 (s 9 1H, H d ) 

30 

7.3. Preparation du N a -Benzoyl-3-Amino-N-Ph6nethyl L-Phenylglycinamide 22 
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HydrogSner & 70 psi pendant 7 heures 3,0 g (7,45 mmoles) du produit 21prec6demment 
obtenu dissous dans 60 ml d'&hanol en presence de 0,3 g de Pd/C k 10%. Filtrer et 
concentrer sous vide. Chromatographier le r£sidu sur colonne de silice (61uant : Ac6tate 
d'6thyle - Hexane 2/1) pour obtenir 2,1 g de solide blanc. 
5 Rdt:75% 
F=124°C 

] H RMN (200 MHz, CDC1 3 ) : 8 2,65 (f, J=7.5, 2H, CHrCtfrCeHs) ; 3,35 et 3,50 
(w, 2H, C#rCH 2 -C6H 5 ) ; 3,60 (s elargi Changeable D 2 0, 2H, CH-C^-N/^) ; 
5,50 (rf, J=7,5 ; 1H, CfrNH-CO) ; 6,15 (s, Changeable D 2 0, 1H, CO-N#-CH 2 ) ; 
10 6,60 (d 9 J=8.3, 1H, H arom.) ; 6,70 (m 9 2H, H arom.) ; 7,00 (d, J=8.5, 2H, H 

arom.) ; 7,10-7,30 (m, 4H, H arom.) ; 7,40-7,55 (m, 3H, H arom.) ;7,65 (d 
Changeable D 2 0, J=8.0, 1H, CH-N//-CO) ; 7,79-7,82 (m, 2H, tfarom.). 

7.4. Preparation du l^-Benzoyl^-^jN'-di^rZ-ButyloxycarbonyOguanidino^N- 
1 5 Ph6n6thyl-L-Ph6nylglycinamide 23 

Dissoudre 0,80 g (2,14 mmoles) du produit obtenu precedemment dans 30 ml de 
dim^thylformamide et ajouter 0,98 ml (7,08 mmoles, 3,3 €q) de triethylamine et 1,37 g 
(4,70 mmoles, 2,2 eq) de N,N'-di(/er/-butyloxycarbonyl)-S-methylisothiour6e. Refroidir a 

20 0°C et ajouter 0,62 g (2,35 mmoles, 1,1 £q) de chlorure de mercure. Agiter pendant 3 
heures. Diluer dans 50 ml d'ac&ate d'&hyle et filtrer sur terre d'infusoire. Rincer avec 
100 ml d'acetate d'ethyle, puis laver avec 100 ml d'une solution aqueuse saturC de 
chlorure de sodium. RCupCer le filtrat et separer les deux phases. Laver la phase 
organique avec 100 ml d'une solution aqueuse satur6e de chlorure de sodium. Secher sur 

25 sulfate de sodium, filtrer et concenter sous vide. Chromatographier le rCidu sur colonne 
de silice (eluant : Acetate d'ethyle) pour obtenir 0,78 g de solide blanc. 
Rdt:60% 
F=103°C 

! H RMN (200 MHz, CDC1 3 ) : 5 1,45 (s, 18H, C(CH 3 ) 3 ) ; 2,65 (f, J=7.5, 2H, CH 2 - 
30 C//rC 6 H 5 ); 3,35-3,50 (m, 2H, CHt€Ht€&s)i 5,55 (rf, J=7.5, 1H, Ctf-NH- 

CO) ; 6,20 (s, Changeable D 2 0, 1H, CO-Ntf-CH 2 ) ; 7,00-7,90 (*, 14H, arom.) 
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7.5. Preparation du Chlorhydrate du ^-Benzoyl-S-guanidino-N-Phdnethyl-L-Phenyl 
glycinamide 24 

Dans un bicol muni d'un tube de garde de chlorure de calcium, dissoudre 0,60 g (0,97 
5 mmoles) du produit 23 pr£c£demment obtenu dans 15 ml d'ac£tate d'ethyle. Refroidir a 

0°C et faire barboter HC1 gaz pendant 5 minutes. Suivre par CCM (<51uant : Ac£tate 

d'&hyle) la disparition du produit de depart. Filtrer le precipite blanc qui s'est forme. 

Rajouter de lather au filtrat, laisser refroidir a 0°C et refiltrer pour obtenir en tout 0,42 g 

de solide blanc. 
10 Rdt : 90% 

F = 128°C 

[ot D ] : -28° (c=2 mg/ml, methanol) 

Analyse cent6simale : Analyse calculee k partir de C24H26N5O2CI : C% : 61,33 ; 
H% : 6,00 ; N% : 14,90 ; Cl% : 7,54. Trouvte : C% : 60,79 ; H% : 5,87 ; N% : 
15 14,85 ; Cl% : 7,82 

*H RMN (200MHz, D 2 0) : 8 2,71 (f, J=7.5, 2H, CHrCtf 2 -C 6 H 5 ) ; 3,35-3,51 (m, 
2H, CHrCHrCaHs); 5,42 (s 9 1H, Ctf-NH-CO) ; 7,05-7,12 (m, 6H, H arom.) ; 
7,21-7,25 (m, 2H, H arom.) ; 7,38-7,43 (m 9 3H, H arom.) ; 7,50-7,56 (w, 1H, H 
arom.) ; 7,64-7,67 (m 9 2H, tfarom.) 

20 

Exemple 8 : Preparation du trifluoroacetate de N a -(4-acetylaminobutanoyl> 
L-Arginine-N-phenethylamide 28 au depart de N^tert-butyloxycarbonyl-N® 2,2,5,7,8 
pentamethylchroman-6-sulfonyl (Pmc)-L-Arginine 25 (mSthode 6) 

25 8.1. Preparation de N^ferZ-Butyloxycarbonyl-N 0 ' 2,2,5,7,8 pentamethylchroman-6- 
sulfonyl (Pmc)-L-Arginine-N-phenethylamide 26. 

Dissoudre 0,640g (l,18mmoles) de N a -tert-Butyloxycarbonyl ^(Pmc) Arg 25 dans 20 
ml d'ac&onitrile. Ajouter 0,32g d'hydroxybenzotriazole et 0,28mg (0,3 ml) de 
30 phenethylamine. Ajouter alors i 0°C et goutte a goutte 0,27g de DCC dans 8 ml 
d'ac6tonitrile. Laissez revenir a temperature ambiante, puis abandonner le milieu 
reactionnel pendant la nuit. Filtrer le precipite obtenu. Evaporer Pacetonitrile puis 
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ieprendre le brut r6actionnel avec de l'acetate d'6thyle. Lavez la phase organique avec 
une solution de HCl IN puis avec une solution de NaHC0 3 saturSe puis avec une solution 
saturSe de chlorure de sodium. S6cher sur sulfate de sodium, filtrer et concentrer sous 
vide. Chromatographier le r&idu sur colonne de silice (Sluant : AcOEt/Hexane, 3/1) pour 
5 obtenir 0,6g d'une poudre beige. 

! H RMN (300MHz, CDC1 3 ) : 8 1.25 (s, 6H, 2xPmc CH 3 ) ; 1,39 (s, 9H, C(CH 3 h) 
1,43-1,80 (m, 6H, CiJ r C(CH 3 )rO- et C/f 2 -C^ 2 -CH(NHBOC)-CO-) ; 2,15 (s, 3H 
Oft m a ..SO2) ; 2.55 (2s, 6H, 2xCH3 0 4...SO2) ; 2,57 (t, 2H, C# 2 -CH 2 -C(CH 3 ) 2 - 
0-) ; 2,75 (t, 2H, C# 2 -Ph) ; 3,25 (m, 2H , Ctf 2 -N-Guanidine) ;3,55 (m, 2H, CH 2 - 
10 NH-CO-CH-) ; 4,15 (m, 1H, BOCNH-C//-CO-) ; 7,10-7,40 (m,5H, tfarom). 

8.2. Preparation de N a -(4-ac^tylaminobutanoyl)-N (£> 2,2,5,7,8 pentamethylchroman-6- 
sulfonyl (Pmc) L-Arginine-N-ph6nethylamide 27. 

15 Dissoudre 0,5 5g (0,86mmole) du produit 26 pr£alablement prepare dans 6ml d' acetate 
d'ethyle. Ajouter 4ml d'une solution d'HCl gaz /AcOEt 2,4 N et abandonner la nuit. 
Evaporer a sec le milieu r&ctionnel. Reprendre avec du dichloromethane puis laver la 
phase organique avec une solution de NaHC0 3 saturee. Secher sur sulfate de sodium, 
filtrer et concentrer sous vide. Reprendre le brut obtenu dans 10ml d'ac&onitrile. Ajouter 
20 0,125g (0,86 mmole) d'acide 4-ac6tamidobutyrique et 0,128g (0,86 mmole) 
d'hydroxybenzotriazole. Ajouter a 0°C, goutte a goutte 0,2g de DCC et abandonner la 
nuit. Filtrer la DCU form6e. Evaporer k sec puis solubiliser le r&idu obtenu dans 20ml 
de dichloromethane. Laver la phase organique avec 20ml d'une solution de HCl IN, puis 
20ml d'une solution saturee de NaHC0 3 et enfin avec une solution saturee de chlorure de 
25 sodium. Secher sur sulfate de sodium, filtrer et 6vaporer a sec. Triturer pendant lh dans 
l'6ther puis filtrer pour obtenir 0,24g d'une poudre blanche (Rdt : 41%). 

! H RMN (300MHz, CDC1 3 ): 5 1.25 (s, 6H, 2xPmc City; 1,43-1,80 (m, 8H, 
C# 2 -C(CH 3 ) 2 -0- et Ci/ r C// 2 -CH(NHCO-)-CO-et Ctf 2 -CH 2 -NHCOCH 3 ) ; 1,90 (s, 
3H, NHCO-Ci/ 3 ) ; 2,15 (s, 3H Cff 3 m a ...SQ2) ; 2,25 (t, 2H,C# 2 -CO-NH) 2.55 
30 (2s, 6H, 2xCH3 0 a...S0 2 ) ; 2 ,56 (t, 2H, Ci/ r CH 2 -C(CH 3 ) 2 -0-) ; 2,63 (t, 2H, 

C# 2 -CONH-CH) ; 2,80 (t, 2H, Cffe-Ph) ; 3,25 (m, 2H , Ctf 2 -N-Guanidine) ; 3,40- 
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3,55 (m, 4H, C// 2 -NH-CO-CH- et C# 2 -NHCOCH 3 ) ; 4,45 (m, 1H, -CONH-C#- 
CO-) ; 7,20-7,40 (m,5H, //arom). 

8.3 . Preparation du trifluoroac&ate de N a -(4-ac6tylaminobutanoyl)-L-Arginine-N- 
5 phdnethylamide 28 

Dissoudre 0,1 2g du produit 27 obtenu precedemment dans 2ml d'acide trifluoroacetate et 
abandonner la nuit sous agitation. Evaporer le TFA puis ajouter du pentane que Ton 
6vapore. Cette operation est r6p6t6e 3 fois. Sfcher une heure a la pompe & palette, puis 
10 triturer dans Tether. Apres filtration on obtient 0,08g d'un solide ocre. 

*H RMN (300MHz, DMSO-D 6 ) : 8 1.20-1.7 (m, 6H, et C#2-C# 2 -CH(NHCO-> 
CO-et C# 2 -CH 2 -NHCOCH 3 ) ; 1,85 (s, 3H, NHCO-C//3) ; 2,15 (t, 2H,Ctf 2 -CO- 
NH); 2,75 (t, 2H, Ctf 2 -Ph) ; 3,15 (m, 4H , C# 2 -N-Guanidine et Ci/ 2 -NHCOCH 3 ) ; 
15 3.35 &2H, C# 2 -NH-CO-CH-) ; 4,45 (m, 1H, -CONH-Ctf-CO-) ; 7,20-7,40 

(m,5H,#arom). 

Exemple 9 : Preparation du trifluoroacetate de N a diphenylacetyl benzyl 
(D,L)-Arginine-N-benzyIamide 32 au depart de N 7 benzyloxycarbonyl (D,L) 
20 ornithine 29 (methode 7) 

9.1. Preparation de N a - diphenylacetyl D,L-ornithine N-benzylamide 30 

Melanger 5,5g (19,6mmol) de W benzyloxycarbonyl (D, L) ornithine 29 avec 9,57ml 
25 (68,6mmol, 3,5 eq.) de TEA, 5,1 lg (47,0mmol, 2,4 eq.) de chlorure de trim&hylsilane 
dans 1 10ml de CH 2 C1 2 . Au bout de 30min, la solution n'&ant pas limpide, rajout de 20% 
de TEA (1,91ml, 13,72mmol) et 20% de chlorure de trimethylsilane (1,02ml, 9,4mmol). 
Laisser agiter k temperature ambiante pendant 4 heures. Laver la phase organique avec 
une solution saturee en NaHC03 (2 fois), une solution HC1 IN, puis evaporer sous 
30 pression reduite. Chromatographier le produit sur colonne de silice (eluant: 
ClfeCl^eOH 98/2). Pour obtenir 5,2g d'un produit visqueux incolore. Rdt. 55%. 
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Rf ( AcOEt/Hexane 1/1) : 0,28 
MS: 483,3 (M+23) 

! H RMN (MeOD, 300MHz) 8 : 1,40-1,70 (m, 4H, (CH 2 )i) ; 3,15 (/, J=6,84, 2H, 
CH2-CF2-NH) ; 4,4 (m, 1H, NH-Cff(CH 2 )2-CO) ; 5,0-5,1 (m, 3H, CO-C# 2 -Ph 
5 +(C6H 5 )2-CF-CO) ) ; 7,3-7,45 (m, 15H, i/arom). 

Dissoudre 4,5g (9,77mmol, 1 eq.) de l'acide obtenu pr6c6demment dans 45ml de DMF. 
Ajouter l,67g (10,25mmol, 1,05 eq.) de DIG et laisser agiter & temperature ambiante 
pendant lh30, sous Argon. Ajouter alors 1,17ml (10,74ramol, 1,1 eq.) de benzylamine et 
chauffer & 80°C pendant 4 heures. Evaporer le DMF sous pression rdduite, reprendre le 
r&idu Wane dans un solution de Na2C03 & 10% et laisser agiter pendant 10 minutes. 
Filtrer et recupfrer le solide blanc aprfes 1'avoir lav£ avec de l'eau. SScher & la pompe. 
Dissoudre le residu dans 250ml de MeOH. Rajouter 0,8g de Pd/C (10%) et hydrogener a 
70psi pendant 30 heures. Filtrer sur c&ite, 6vaporer sous pression reduite. Triturer k 
Tether deux fois, puis Svaporer sous pression reduite. Obtention de 3,9g d'une poudre 
blanche. Rdt. 72%. 

Rf (AcOEt/Hexane 1/1) : 0,25 
F : 160-164°C 
20 MS: 416,26 (M+23) 

*H RMN (DMSO+D20, 300MHz) 8 : 1,50-1,70 (m, 4H, (Ci/ 2 )2) ; 3,10 (t, J=6,42, 
2H, CH 2 -C// 2 -NH) ; 4,38-4,5 (m, 3H, NH-C# 2 -Ph + NH-C#(CH 2 )2-CO) ; 5,04 (s, 
2H, CO-C# 2 -Ph) ; 5,16 (s, 1H, CO-C#-Ph 2 ) ; 7,2-7,40 (m, 15H, //arom). 

25 9.2. Preparation de TsT-diphenylac^tyl [benzyl-bis (tert-butyloxycarbonyl)] DJL- 
arginine N-benzylamide 31 

Dissoudre lOOmg (0,24mmole) de Tamine 30 dans 4ml de DMF, avec 84^1 (0,6mmole.) 
de TEA. Ajouter 183mg (0,48mmole.) de N-benzyl-l,3-bis (tert-butyloxycarbonyl)-2- 
30 m£thyl-thiopseudour6e. Agiter a temperature ambiante pendant la nuit, sous argon. 
Evaporer sous pression reduite, dissoudre le melange dans AcOEt, laver avec de l'eau, 
puis avec solution saturfe en NaCl et secher la phase organique sur Na 2 S04. 
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Chromatographier le produit sur colonne de silice (61uant: CH2Cl2/MeOH 97/3) pour 
obtenir 94mg d'un solide visqueux incolore. Rdt. 52%. 

Rf (CH 2 Cl2/MeOH 95/5) : 0,30 
5 MS : 770,44 (M+23) 

'H RMN (DMSO+D 2 0, 300MHz) 8 : 1,3-1,7 (m, 22H, (Cff 2 ) 2 + 0-C(C# 3 ) 3 ) ; 
2,99 (t, J=7,12, 2H, CH 2 -C# 2 -NH) ; 4,3-4,5 (m, 3H, NH-C/7 2 -Ph + NH- 
C//(CH 2 )rCO) ; 4,65 (w, 2H, N=C-C# 2 -Ph) ; 5,09 (s, 1H, CO-Ctf-Ph 2 ) ; 7,25- 
7,40(m,20H,//arom.). 

10 

9.2. Preparation du trifluoroacetate de N" -diphenylacetyl N*" benzyl- DJL-arginine N- 
benzylamide 32 

Dissoudre 94mg (0,126mmole) du compose 31 dans 5ml d'un melange CH 2 Cl2/TFA 
15 (1/1). Laisser agiter a temperature ambiante pendant 9 heures. Evaporer sous pression 
reduite et triturer a l'ether. Lyophiliser pour obtenir 50mg d'une poudre beige. Rdt. 60%. 

MS: 548,34 (M+l) 

'H RMN (MeOD, 300MHz) 8 : 1,4-1,8 (m, 4H, (CH 2 ) 2 ) ; 3,12 (r, J=6,35, 2H, CH 2 - 
20 Ctf 2 -NH) ; 4,3-4,5 (m, 5H, NH-C# 2 -Ph + C=N-Ctf 2 -Ph+ NH-Cr7(CH 2 ) 2 -CO) ; 

5,08 (s, 1H, CO-C#-Ph 2 ) ; 7,25-7,40 (m, 20H, tfaromatiques). 

13 C RMN (MeOD, 200MHz) 8 : 27,21 (C5) ; 31,1 (C4) ; 42,9 (C6) ; 44,94 (C10) ; 

46,75 (C35) ; 55,32 (C2) ; 59,56 (C18) ; 129,08-130,76 (C aromatiques) ; 138,58 

(C36 ou Cll); 140,44 (C36 ou Cll); 141,74 (C20 et C19) ; 158,32 (C32) ; 
25 174,49 (C17); 175,7 (C3). 

Exemple 10 : Synthese de Ligands synthetiques 



30 



En suivant les methodes de synthases decrites dans les exemples 3-7, les composes 
suivants ont et6 prepares. 
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N° 



4 

33 

34 

35 

36 

37 

38 

39 

40 

41 

42 

7 

43 

44 

45 

46 

47 

48 

49 

50 

51 

52 

13 
10 
11 
18 
24 
28 

54 

55 



Nom de produit 



Acetate de N a -Phenylacetyl-L- Arg-L-Phe-NH 2 
Acetate de N^Benzoyl-L-Arg-Tic-NIfe (Tic-NH 2 = 1,2,3,4- 
tetrahydroisoquinoline-3 carboxamide) 
Acetate de N a -Benzoyl-L-Arg-Atc-NH 2 (Atc-NH 2 = 2-amino 
tetraline-2-carboxamide) 

Achate deN a -Adamantan-l-yl-L-Arg-L-Phe-NH 2 
Acetate de N^Benzoyl-I^Arg-D-Phe-NIfe 
Acetate de N <x -Cyclohexoyl-L-Arg-L-Phe-NH 2 
Acetate del^-Acetyl-L-Arg-L-Phe-^ 
Acetate de >f-Pivaloyl-L-Arg-L-Leu-NH 2 
Acetate de I^-Pivaloyl-L-Arg-OMe-L-Tyr-^ 
Acetate de N^Pivaloyl-L-Arg -L-Tyr-NH 2 
Ac6tate de N^Pivaloyl-L-Arg -L-Trp-NH 2 
Chlorhydrate de ^-[(l^-Indole^-carbonylJ-L-Arg-L-Phe-^ 
Chlorhydrate de N a -(4-chloro-Benzoyl)-L-Arg-L-Phe-NH 2 
Chlorhydrate de N a -(4-chloro-Benzoyl)-L-Arg-D-Phe-NH 2 
Chlorhydrate de N a -(3-chloro-Ben2»yl)-L-Arg-L-Phe-NH 2 
Chlorhydrate de N a -(3-chloro-Benzoyl)-LArg-D -Phe-NH 2 
Chlorhydrate de N a -(3,4-dichloro-Benzoyl)-L-Arg-D,L-Phe-NH 2 
Chlorhydrate de N a -(2-chloro-Benzoyl)-L-Arg-D^-Phe-NH 2 
Chlorhydrate de N a -(4-methyl-Benzoyl)-L-Arg-L-Phe-NH 2 
Chlorhydrate de KT-^-m^thoxy-BenzoylJ-L-Arg-L-Phe-^ 
Chlorhydrate de N^-nitro-Benzoyty-L-Arg-D JL-Phe-NH 2 
Sulfonate de N a -Benzenesulfonyl-L-Arg-L-Phe-NH 2 

Chlorhydrate de N" -Benzoyl-N ffl -Me-L-Arg-L-Phe-NH 2 
Chlorhydrate >^-benzoyl-L-OmT,-Phe-NH 2 
N*- Benzoyl-N *- Ihioureido-L-Nor-Val-L-Phe-K1H 2 
Chlorhydrate de N a -Benzoyl-K^-Me-L- Arg-L-Phe-NH 2 
Acetate de >T-Benzoyl-3-guaniduio-N-Phenethyl-L-phenyl-Gly-NH 2 
Trifluoroacetate de N a -(4-acetylaminobutanoyl)-L-Arginine-N- 
phenethylamide 

Trifluoroacetate de N-(3-bromo-benzoyl)-L-arginine-N- 
phen&hylamide 

Trifluoroacetate de N-(quinoline-3-carbonyl>L-arginine-N- 
phenethylamide 

56 Trifluoroacetate de ^-[(lHO-Indole^-carbonyll-L-Arg-D-Phe-Nft 
32 Trifluoroacetate de N a diphenylacetyl N 1 " benzyl (D,L>Arginine-N- 

benzylamide 

57 Trifluoroacetate de N a diphenylacetyl N* Methyl (D,L)-Arginine-N- 
benzylamide 

58 Trifluoroacetate de N a benzoyl N* methyl (D,L)-Arginine-Nr 
benzylamide 

RF2 Chlorhydrate de N"-Benzoyl L-Arginine-L-Phe-NH 2 



Metho 
de 



2 
2 
2 
2 
2 
2 
2 
2 
2 
2 



3 
3 
3 
4 
5 
6 



6 
7 
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Exemple 11 : Liaison des ligands au r&epteur NPFF 

Cet exemple d6montre que P administration in vivo de ligands synth&iques de Pinvention 
i) potentialise Peffet analgdsique du fentanyl et ii) pr6vient la sensibilisation k la douleur 
5 induite par le fentanyl chez Panimal douloureux (douleur de type inflammatoire). 

Afin de mieux &udier Pefficacit6 pharmacologique de ligands synth&iques du r6cepteur 
NPFF (par exemple du compost RF2), nous avons r6alis6 une etude compl&nentaire des 
proprtetes de ce compose sur des rats (souche Sprague-Dawley comme dans toute 

10 P&ude) affectes d'une douleur induite par rinjection d'un agent pro-inflammatoire 
(carrag&iine) dans une patte posterieure (injection unilateral). Ce modele est 
particulierement interessant d'un point de vue m&hodologique dans la mesure oil la 
douleur 6voqu6e (mesurSe par le test de Randall et Sellito) apparait rapidement dans 
Theure qui suit rinjection et dure 2-3 jours (Figure 1 1, section A). Ce module de douleur 

15 inflammatoire peut etre considere comme un modele de douleur clinique largement 
rencontre et a 6t6 tr£s utilise k ce titre dans la literature internationale dans le cadre 
d'essais pr6-cliniques chez Panimal. 

A. Les rats (mSle Sprague-Dawley, 300-400g) re9oivent une injection de carrag&iine (0,2 
20 ml d'une solution a 1%) dans le coussinet plantaire de la patte posterieure gauche 
(indique par a). Quatre injections de fentanyl s£par£es de 15 minutes (60 fig/kg chacune) 
ou de serum physiologique sont r6alis6es par voie sous-cutanee (indiqu&s par _ ). La 
premidre injection est realisee 5 minutes apres celle de carragenine. Le seuil nociceptif, 
mesure par le test de vocalisation en rdponse a un stimulus m£canique (test de Randall- 
25 Selitto), est evalue 2h, 4h, 5h30 et 10h30 apres l'administration de carrag&iine (Jo) ainsi 
que les jours suivants (Ji a J7). B. Les rats re9oivent une injection de carragenine selon le 
protocole prec6demment indique (voir A). lis re9oivent egalement 3 injections de RF 2 
(5mg/kg) ou de serum physiologique (indiqu6 par ->) selon le protocole suivant : une 
premiere injection est effectufe 30 minutes avant Pinjection de carragenine, puis 4h30 et 
30 9h30 apres Pinjection de cet agent pro-inflammatoire. Le seuil nociceptif de la patte 
injectee est mesur£e 2h, 4h, 5h30 et 10h30 aprfcs Padministration de carragenine (J 0 ) ainsi 
que les jours suivants (Jj a J 7 ) en utilisant le test de Randall-Sellito. C. Les rats re9oivent 
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une injection de carragenine (voir A). Le RF2 (5 mg/kg) est administre sous forme de 3 
injections comme pr6cedemment (voir B). Les animaux re9oivent egalement 4 injections 
de fentanyl (60 ^g/kg chacune selon le protocole indiqu6 en A). Le seuil nociceptif de la 
patte injectee est mesurS 2h, 4h, 5h30 et 10h30 apres Padministration de carragenine (J 0 ) 
5 ainsi que les jours suivants (Ji & J7) en utilisant le test de Randall-Sellito. * P < 0,05 ; 
ANOVA two-way, comparaison intergroupe. 

Les r6sultats obtenus sont les suivants : 

10 1, De maniere interessante, cette etude montre, pour la premiere fois, que 

Padministration aigue d'un analgesique opiac6 puissant comme le fentanyl, 
s'il provoque, comme attendu, un puissant effet analgesique imm&iiat, 
potentialise tant en durfe qu'en amplitude Phyperalgesie induite par les influx 
nociceptifs de type inflammatoire (Voir Figure 11, section A). 

15 2. L'administration de RF2, a la dose de 5mg/kg (3 injections sous 

cutantes successives: 30 min. avant, puis 4h30 et 9h30 apres celle de Pagent 
pro-inflammatoire), a 6t& r&ilisee chez des rats ayant re9u ou non du fentanyl : 

- chez Panimal ne recevant pas de fentanyl: l'administration de RF2 ne 
provoque per se qu'un effet analg&ique modeste observable que 

20 pendant les 2 premieres heures ayant suivies rinjection de carragenine 

(voir Figure 11, section B), 

- chez Panimal recevant du fentanyl: Padministration de RF2 
potentialise tres fortement Peffet analgesique du fentanyl pendant les 4 
premieres heures (voir Figure 11, section C) et previent totalement la 

25 potentialisation de Phyperalgdsie pendant 24 heures ; cet effet preventif 

s'estompant progressivement pour disparaitre au bout de 72 heures. 

Ces donnfes montrent, pour la premise fois chez Panimal douloureux, que des ligans 
synthetique de Pinvention, tels le RF2, meme s'ils ne sont pas ou peu analg&iques per se 
30 (en accord avec les donn£es pr£c&lentes donn6es en 2000) sont particulierement efficaces 
pour prSvenir la potentialisation de la sensibilisation a la douleur induite par un agent 
analgesique de type opiace comme le fentanyl, largement utilise en clinique humaine a 
Poccasion d'actes chirurgicaux. Ces resultats confirment done Putilisation avantageuse de 
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ligands synthetiques selon l'invention pour am&iorer la prise en charge de la douleur 
post-op£ratoire par prevention des processus de sensibilisation & la douleur potentialis6s 
par radministration d'analg6siques opiaces (4,5 millions de patients en France par an). 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation d'un ligand synth&ique du r&epteur NPFF pour la preparation 
d'une composition pharmaceutique destinee a inhiber Thyperalgie induite par les 

5 composes analg&iques opiac£s. 

2. Utilisation selon la revendication 1, pour inhiber Thyperalgie induite par la 
morphine et les morphinomimetiques. 

10 3. Utilisation selon la revendication 1 ou 2, pour inhiber Thyperalgie induite par 

un compose analg£sique opiac£ choisi parmi la morphine, le fentanyl, le sufentanil 
alfentanyl, heroine, hydromorphone, levorphanol, methadone, buprenorphine, 
butorphanol, meperidine. 

15 4. Utilisation selon Tune quelconque des revendications prec6dentes pour le 

traitement ou la prise en charge d'hypersensibilit£s a la douleur, de nature chronique ou 
aigue, persistante ou temporaire, d'origine chirurgicale, traumatique, ou pathologique, 
chez l'Stre humain. 

20 5. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que le ligand synth&ique 

est un antagoniste du r£cepteur NPFF. 

6. Utilisation selon Tune quelconque des revendications pr6c£dentes, caract&is6 
en ce que le ligand synth£tique est un compost derive de la region C-terminale du 

25 neuropeptide FF. 

7. Utilisation selon Tune quelconque des revendications prec&ientes, caract£rise 
en ce que le ligand synth&ique est un compose de formule generate (I) telle que definie 
dans Time des revendications 11 a 21. 

30 

8. Utilisation selon Tune quelconque des revendications pr£c£dentes, caracterise 
en ce que le ligand synth&ique est administre par voie systemique, de preference 
intraveineuse, sous cutanee ou intramusculaire. 
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9. Utilisation selon Tune quelconque des revendications pr£c6dentes, pour le 
traitement de l'hyperalgie chez des patients atteints de cancer ou brutes. 

5 10. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 k 8, pour le traitement 

de l'hyperalgie post-operatoire. 

.11. Composes de formule gfa&ale (I), sous forme L, D ou L/D, 



10 




dans laquelle : 

. -L- repr&ente soit (CH 2 ) m , m pouvant repr&enter 2, 3 ou 4 ; soit un groupe de formule 

-(CH 2 )n 

15 dans laquelle n vaut 0 ou 1 ; 

. A est un atome de soufre ou un groupe NRj dans lequel Ri represente un atome 
d'hydrog&ne, un groupe m&hyle ou un groupe 




20 dans lequel n vaut 0 ou 1 et Xi repr6sente un atome d'hydrogene ou d'halogene ou un 
groupement hydroxyle, carboxamide, trifluorom6thyle, alkoxy, amino ou acylamino ; 

. R.2 et R12, ind6pendamment Tun de i'autre, repr&entent un atome d'hydrogene ou un 
groupement alkyle ou aralkyle, 

25 
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. R3 est soit un groupe -(CH2V W dans lequel p vaut 1 , 3 ou 6 et W est choisi paraii 

- un atome d'hydrogdne, 

- un groupe 

5 dans lequel R$ est un groupement alkyle, aiyle ou aralkyle, 

- un groupe 

ys.. 

O 

dans lequel R 7 est un atome d'hydrogene ou un groupement m&hyle et Rg est un atome 
d'hydrog&ne, un alkyle ou un aralkyle, 
10 - un groupe -OH ou -OMe, 

- un groupe 

N NH 2 
H 

dans lequel Y est un atome d'oxygene ou de soufre, ou 

- un groupe phenyle, phenyle substitue ou heteroaryle, 

15 

soit un groupe 

0 

en conformation L, D ou L/D, dans lequel R9 est un groupe alkyle ou un groupe 

-(CH 2 



20 avec n ayant me valeur de 0 ou 1 et Xi etant tel que ddfini ci-avant, et Rio est un atome 
d'hydrogene, un alkyle ou un aralkyle ; 



soit un groupe arylcycloalkyle, dventuellement substitue 
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soit R2 et R 3 forment ensemble un cycle ayant de 3 a 9 atomes de carbone, satur6 ou 
insature, Sventuellement aromatique, et comportant 6ventuellement un maillon NRu, Rn 
6tant un groupement alkyle, aryle ou aralkyle ; 

5 

• R4 repr&ente un atome d'hydrog&ie, un groupement methyle ou un groupe 




dans lequel n vaut 0 ou 1 et X] est tel que d6fini ci-avant, et 

10 . R 5 est un groupe de formule -CO(CH 2 )qAr ou -S0 2 (CH2) q Ar dans lequel q vaut 0, 1 ou 
2 et Ar comprend un groupement aromatique, substituS ou non, comprenant 
eventuellement un ou plusieurs h6t6roatomes ou R 5 est un groupe de formule -CO-R13 
dans laquelle R13 est un groupe (Ci-C6)alkyle ou (C 3 -Ci2)cycloalkyle, frventuellement 
substitue. 

15 

12. Composes selon la revendication 11, caractfrisSs en ce que Ar repr6sente un 
groupe aromatique choisi parmi les groupements cycliques a 1 , 2 ou 3 noyaux cycliques 
condenses suivants : 



20 
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dans lesquels Z est un groupe CX 5 ou un atome d'azote, 6tant entendu que pour un meme 
cycle, Z ne peut prendre plus de trois fois la signification azote, Y est un atome de soufre 
ou d'oxyg&ie ou un groupe NX 5 , n vaut 0, 1 ou 2, Xj, X2, X 3 , X4 et X 5 , identiques ou 
5 diflterents, etant choisis parmi un atome d'hydrogene, un atome d'halog&ie, ou un 
groupement carboxamide, trifluoromethyle, alkoxy, amino ou acylamino. 

13. Composes selon la revendication 11 ou 12, caracterises en ce que R4 est un 
atome d'hydrogfene et R5 est un groupe de formule -CO(CH2) q Ar dans lequel q vaut 0, 1 

10 ou 2 et Ar comprend un groupement aromatique, substituS ou non, comprenant 
eventuellement un ou plusieurs h&eroatomes. 

14. Composes selon la revendication 13, caract6ris6s en ce que R5 est un groupe 
de formule -CO(CH 2 )qAr dans lequel q vaut 0, 1 ou 2 et Ar repr6sente un groupement 

1 5 aromatique choisi parmi 



dans lesquels Z est un groupe CX5 ou un atome d'azote, 6tant entendu que pour un mSme 
cycle, Z ne peut prendre plus de trois fois la signification azote, Y est un atome de soufre 
ou d'oxygene ou un groupe NX5, n vaut 0, 1 ou 2, Xj, X2, X3 et X 5 , identiques ou 
20 differents, 6tant choisis parmi un atome d'hydrogene, un atome d'halogene, ou un 




groupement carboxamide, trifluoromethyle, alkoxy, amino ou acylamino. 



25 



15. Composes selon la revendication 14, caract&isSs en ce que R 5 est un groupe 
indole-2-carbonyle ou benzoyle substitue. 
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i 



10 



15 



20 



16. Composes selon Tune quelconque des revendications 1 1 a 15, caract6ris6 en ce 
queR3 estungroupe 



dans Iequel n est 1 et Xj est tel que defini dans la revendication 1, et 
. Rio est un atome d'hydrogfene, un alkyle ou un aralkyle. 

17. Composes selon la revendication 16, caract6rises en ce que Rio est un atome 
d'hydrogene. 

18. Composes selon Tune quelconque des revendications 1 1 & 17, caract6ris6 en ce 
que R2 et R12 repr&entent un atome d'hydrogene. 

19. Composes selon Tune quelconque des revendications 1 1 a 18, caract6ris6 en ce 
que L est -(CEfe^-. 

20. Composes selon l'une quelconque des revendications 1 1 & 19, caract&ise en ce 
que A est le groupe NH. 

21. Composes selon la revendication 11, caracterises en ce que : 
. R4 est un atome d'hydrogene, 

. R 5 est un groupe de formule -CO(CH 2 ) q Ar dans Iequel q vaut 0, 1 ou 2 et Ar represente 
un groupement aromatique choisi parmi 




O 



en conformation L, D ou L/D, dans Iequel 



. R9 est un groupe 
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dans lesquels Z est un groupe CX 5 ou un atome d'azote, etant entendu que pour un meme 
cycle, Z ne peut prendre plus de trois fois la signification azote, Y est un atome de soufre 
ou d'oxygene ou un groupe NX5, n vaut 0, 1 ou 2, Xi, X2, X3 et X5, identiques ou 
5 difterents, 6tant choisis parmi un atome d'hydrogdne, un atome d'halogene, ou un 
groupement carboxamide, trifluorom&hyle, alkoxy, amino ou acylamino. 

. R 2 et Ra repr6sentent un atome d'hydrogfene, 

10 . R3 est un groupe 



dans lequel n est 1 et X] est tel que defini dans la revendication 1, et Rio est un atome 
15 d'hydrog&ne 

.Lest-(CH 2 ) 3 -,et 

. A est le groupe NH. 

20 

22. Composition comprenant un compost de formule generate (I) selon Tune des 
revendications 1 1 & 21 et un vdhicule acceptable pharmaceutiquement 

23. Proc6d6 de preparation d'un compost selon Tune des revendications 11 4 21, 
25 comprenant la transformation chimique d'un compost de depart choisi parmi la N a -/er^- 

Butyloxycarbonyl-N to -Nitro-L-Argiiiine 1, la N a -tert butyloxycarbonyl- L- Arginine 5, la 
N^^-bis-Benzyloxycarbonyl-L-Ornithine 8, la ^-^rt-Butyloxycarbonyl-J^-M^thyl- 




0 



en conformation L, D ou L/D, dans lequel R 9 est un groupe 
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N®'®M>is-Benzyloxycarbonyl- L-Arginine 15 et la >P-te^Butoxy-3-Nitro-L- 
Phenylglycine 19. 



24. Utilisation d'un compose choisi parmi 

Acetate de N a -Phenylac6tyl-L-Arg-L-Phe-NH 2 

Acetate de N^BenzoyUMrg-Tic-NIfc 

Ac&ate de N^Benzoyl-L-Arg-Atc-NIfe 

Acetate de N a -Adamantan-1 -yl-L-Arg-L-Phe-NH 2 

Acetate de N^BenzoyUMrg-D-Phe-NHa 

Acetate de N a -Cyclohexoyl-L-Arg-L-Phe-NH 2 

Acetate de^-Acetyl-L-Arg-L-Phe-Nft 

Acetate de N a -Pivaloyl-L-Arg-L-Leu-NH 2 

Acetate de^-Pivaloyl-L-Arg-OMe-L-Tyr-^ 

Acetate de N^Pivaloyl-L-Arg -L-Tyr-NH 2 

Ac6tate de N a -Pivaloyl-L-Arg -L-Trp-NH 2 

Chlorhydrate de ^-[(lHJ-Indole^-carbonylJ-L-Arg-L-Phe-^ 

Chlorhydrate de N a -(4-chloro-Benzoyl)-L-Arg-L-Phe-NH 2 

Chlorhydrate de N a -(4-chloro-Benzoyl)-L-Arg-D-Phe-NH 2 

Chlorhydrate de ^-(B-chloro-BenzoyO-L-Arg-L-Phe-^ 

Chlorhydrate de N a -(3-chloro-Benzoyl)-L-Arg-D -Phe-NH 2 

Chlorhydrate de N a -(3,4-dichloro-Benzoyl)-L-Arg-D,L-Phe-NH 2 

Chlorhydrate de N a -(2-chloro-Benzoyl)-L-Arg-D,L-Phe-NH 2 

Chlorhydrate de N a -(4-methyl-Benzoyl)-L-Arg-L-Phe-NH2 

Chlorhydrate de N a -(4-m6thoxy-Benzoyl)-L-Arg-L-Phe-NH 2 

Chlorhydrate de N a -(4-nitro-Benzoyl)-L-Arg-D,L-Phe-NH 2 

Sulfonate de N a -Benz^nesulfonyl-L-Arg-L-Phe-NH 2 

Chlorhydrate de N* -Benzoyl-N^Me-L-Arg-L-Phe-NHa 

Chlorhydrate N a -benzoyl-L-Orn-L-Phe-NH 2 

N*- Benzoyl-N ^thiour^do-L-Nor-Val-L-Phe-NHz 

Chlorhydrate de I^-Benzoyl-^-Me-L-Arg-L-Phe-^ 

Acetate de N a -Benzoyl-3-guanidino-N-Phenethyl-L-ph6nyl-Gly-NH 2 

Trifluoroacetate de N^-(4-acetylaminobutanoyl)-L-Arginine-N- 

ph£n6thylamide 

Trifluoroacetate de N-(3-bromo-benzoyl)-L-arginine-N-ph6nethylamide 
Trifluoroacetate de N-(quinoline-3-carbonyl)-L-arginine-N- 
phen&hylamide 

Trifluoroacetate de N a -[(lH)-Indole-2-carbonyl]-L-Arg-D-Phe-NH 2 
Trifluoroac6tate de IsfMiphenylacetyl N* benzyl (D,L)-Arginine-N- 
benzylamide 

Trifluoroacetate de N^MiphSnylacetyl N*M£thyl (D,L)-Arginine-N- 
benzylamide 

Trifluoroacetate de ^benzoyl N* methyl (D,L)-Arginine-N- 
benzylamide 

Chlorhydrate de N a -Benzoyl L-Arginine-L-Phe-NH 2 
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pour la pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinSe & inhiber 
Phyperalgie induite par les composes analg&iques opiaces. 



5 
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Naloxone 
1 mg/kg 
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Figure 4 
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Figure 5 
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Figure 6 
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Figure 7 
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Figure 8 
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Figure 9 
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Figure 10 
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Figure 11A 
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Figure 11B 
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Figure 11C 



